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RESUMEN

Introduccién: Las enfermedades hepaticas en el Peru constituyen una importante
causa de morbilidad y mortalidad. EI consumo de etanol aumenta el riesgo de las
personas a desarrollar cirrosis hepatica y otras enfermedades mas. Objetivo:
Determinar el efecto protector de la ingesta de cascara del Citrus aurantifolia (limon)
frente al dafo hepatico inducido por etanol en ratones. Disefo: Estudio analitico,
experimental, transversal y prospectivo. Lugar: Laboratorio del Centro de Investigacion
de Bioquimica y Nutricién. Material biolégico: se empled 40 ratones Mus musculus
machos adultos. Intervenciones: Se utilizaron las cascaras de Citrus aurantifolia
(limén), que se obtuvieron por pelado manual, y luego fue secada en estufa a 40° C por
72 horas, se molié en molino y se suspendid en agua con fécula de maiz al 1%. Los
ratones fueron distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7), recibiendo los
siguientes tratamientos, por cinco dias, via peroral: grupos | y Il suspension de almidén
1%, grupo llI: silimarina 100 mg/kg en suspensién de almidon 1%; grupo IV: cascara de
limén 100 mg/kg y grupo V: cascara de limén 400 mg/kg. El grupo | recibié en sus
bebederos solucion de glucosa 5%, mientras que los grupos II-V recibieron etanol al 5%
con glucosa 5%. Al sexto dia fueron sacrificados. Principales medidas de resultados:
lipoperoxidacion y glutation en el homogenizado de higado, descripcion histoldgica.
Resultados: En los grupos que recibieron las dosis de cascara de limén presentaron
mayores niveles de GSH con respecto al grupo Il siendo significativos, se observé
también un menor dano a nivel histolégico comparado con el grupo Il; sin embargo, los
niveles de lipoperoxidacion en el tejido hepatico comparado con el grupo Il fueron
significativamente mayores. Conclusién: La administracion del Citrus aurantifolia

presenta efecto hepatoprotector expresado en el marcador GSH e histoldgico.

Palabras clave: Citrus aurantifolia, limén, hepatoproteccion, etanol.



ABSTRACT

Introduction: Hepatic diseases in Peru are an important cause of morbidity and
mortality. The consumption of ethanol increases the risk of people to develop liver
cirrhosis and other diseases. Objective: To determine the protective effect of the
ingestion of Citrus aurantifolia (lemon) peel against hepatic damage induced by ethanol
in mice. Design: Analytical, experimental, transversal and prospective study. Place:
Laboratory of the Biochemistry and Nutrition Research Center. Biological material: 40
male Mus musculus mice were used. Interventions: The shells of Citrus aurantifolia
(lemon), which were obtained by manual peeling, were used, and then dried in a stove
at 40° C for 72 hours, ground in a mill and suspended in water with 1% corn starch. The
mice were randomly distributed in five groups (n = 7), receiving the following treatments,
for five days, via peroral: groups | and Il suspension of starch 1%, group llI: silymarin
100 mg / kg in suspension of starch 1%; group IV: lemon peel 100 mg / kg and group V:
lemon peel 400 mg / kg. Group | received 5% glucose solution in their drinkers, while
groups |-V received 5% ethanol with 5% glucose. On the sixth day they were sacrificed.
Main outcome measures: lipoperoxidation and glutathione in liver homogenate,
histological description. Results: In the groups that received the doses of lemon peel
had higher levels of GSH with respect to group Il being significant, it was also observed
a minor damage at histological level compared with group IlI; however, lipoperoxidation
levels in liver tissue compared to group Il were significantly higher. Conclusion: The
administration of Citrus aurantifolia has a hepatoprotective effect expressed in the GSH

and histological marker.

Keywords: Citrus aurantifolia, lemon, hepatoprotection, ethanol



TABLA DE CONTENIDO

. INTRODUGCCION .......coooooieeeeeeeeeeeee ettt
. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ........oooieiieeeeeeeeeeeee et
A B o 10 1 =] 1 OSSR
A © |- N | = 1Y 0 SRRSO
M. METODOLOGIA ..........ccoooiriiireeiesieesesesssses st enes
3.1, TIPO DE INVESTIGACION .....uviieiiiieeeitieeeiiieeateeeateeesseeeesseeeesnseeeesseeesnseeeanneas
3.2, MATERIALES ...ooiiitiieeiiieeetteeestteeesitee e st e e et e e ateeeaseeeenseeesanseeeasseeeanseeeanseas
3.3, VARIABLES ....utiteiteie ettt ettt e e sttt et e e et e e et e e et e e s bt e e e st e e e enee e e st e e e anreeeanrean
3.4.  METODO DE EXPERIMENTACION. ......uiiiitireiiireatieesteeeesneeeesseeeessseeesnseeeanneas

3.4.1.Recoleccion de la muestra de ensayo

3.4.2.Obtencién y preparacion de la suspension de la cascara de limén
3.4.3. Acondicionamiento de la unidad de analisis

3.4.4.Induccién a la hepatoxicidad

3.4.5. Procesamiento de las muestras biolégicas

3.5, ANALISIS ESTADISTICO ......uiiiuieuieeeeie ettt ettt aneeenees
3.6.  ASPECTO ETICO .utiieiiiieeiiieeeeteeeeeiteeesteeeanteaeanseeeasseeeesseesesseeeasseeeanseeeanneas
IV. RESULTADOS .. ...ttt sttt
4.1.  DEL ANALISIS ESTADISTICO . .eeeiueieauieeeauieeaaneeaeaeeaeaeeeeaneeeaaseeeannneeaanneeeanes
4.2.  NIVELES DE LIPOPEROXIDACION EN TEJIDO HEPATICO ......ocveivieieeieeeieennne
4.3.  NIVELES DE GLUTATION EN TEJIDO HEPATICO......ceiuiiieiiiesiiecieeeie e eie e
4.4, INDICE HEPATICO ..cutiieiiieeeiie e ettt e e etee e ettee ettt e e st ea e st e e e see e e neeeeenneeesnnee e e
4.5, HISTOLOGICO ..eeiiieiiuiiiieeeaitieeeestteea e e ateee e e e st aaeasnseeeaeeanseeaeeaannseeaeannsseaaans
V. DISCUSION ........ooomieeceeeeeeee et
VI, CONCLUSIONES .............ccooiieeeeeeee et
VII. RECOMENDACIONES..........c.ooi ottt
VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........cccoooviiiieeeeeeeeeeeeeeees s,
IX. ANEXOS ...ttt ettt ns
9.1.  DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS Y TRATAMIENTO .......ccvviuiiinieerieerieiteeieeee e
9.2.  ESQUEMA DE LA METODOLOGIA.......cveirieieiererereteteteieieessssessssssssssssssssssssesesesesenes



Efecto protector de la ingesta de cascara del Citrus aurantifolia (limén) frente al dafio hepatico inducido
por etanol en ratones

I. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas en el Peru constituyen una importante causa de
morbilidad y mortalidad, pueden ser agudas o cronicas, local o difusa, leve o
grave, asi como reversible o irreversible, siendo la hepatitis viral de alta
endemicidad en muchas regiones del pais y la cirrosis hepatica la causa mas
frecuente de presentacion cronica asociada a mortalidad, esta ultima con una
tasa de 15 por cada 100 000 habitantes."?

El Peru no escapa a la realidad de la cirrosis hepatica causada por alcohol, se
ha encontrado que el consumo crénico de alcohol ocurre en el 26,5% de los
casos estudiados.3 En un estudio publicado en el 2014 por DEVIDA (Comision
Nacional para el Desarrollo y Vida sin Drogas) se informa que el numero de
personas con dependencia de alcohol etilico se ha duplicado en los ultimos tres
afos, llegando al 57,1 % de prevalencia de consumo, en la poblacién general de

12 a 65 afos de la ciudad de Lima.*

El consumo de alcohol aumenta el riesgo de las personas a desarrollar cirrosis
hepatica y otras enfermedades mas. Segun la OMS el alcohol provoco la muerte
de mas de 3,3 millones de personas en el afio 2012. El Peru es el sexto pais de

América Latina con mayor consumo de alcohol, 8,1 L per capita.®

El costo de las enfermedades hepaticas en general es variado, debido al
espectro amplio de éstas, que van desde el higado graso simple, reversible,
hasta una cirrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular cuyo tratamiento ultimo
es el trasplante del érgano. De gran repercusion es el costo socio-econdmico
debido a que estas enfermedades son una de las primeras causas de
defunciones en un porcentaje importante de la poblacion econémicamente

activa.®

El higado es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo, después de la piel,
pesa aproximadamente 1 500 g y contribuye con casi el 2,5% del peso del cuerpo
en el adulto. En el periodo fetal tardio este érgano representa el doble en cuanto
al porcentaje de peso (5%) y siendo unas de sus funciones la hematopoyética.

Desde la infancia en adelante, ocupa mayoritariamente el hipocondrio derecho y

Cesar Adolfo Flores Valle 1
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el epigastrio. Se extiende hacia el hipocondrio izquierdo, inferior al diafragma,

que lo separa de la pleura, los pulmones, el pericardio y el corazén.’

El mantenimiento de la vida es posible con la conservacion del 10% al 20% de
higado funcional, tiene gran capacidad de autorregeneracion, de modo que la
extirpacién de éste ocasiona la muerte en tan solo 24 horas. Presenta un papel
destacado en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, en el
almacenamiento y activacion de vitaminas y minerales, la formacién y excrecion
de bilis, la conversibn de amoniaco en urea, metabolismo de los

corticoesteroides y la accion de filtro y cavidad de inundacién.®

El higado dispone de una vascularizacion particular, la sangre llega via la de la
arteria hepatica y la de la vena porta hepatica. Esta sangre sale del higado por
las venas hepaticas, voluminosos afluentes de la vena cava inferior. Las
modificaciones que experimenta la sangre en el higado lo convierten ademas en

una virtual glandula de secrecion interna con multiples funciones.®

La compleja estructura del higado se justifica debido a que realiza muchas
funciones. Todas estas funciones son llevadas a cabo por células
parenquimatosas epiteliales hepaticas, el hepatocito, y dependen de complejas
interrelaciones entre la vascularizacion (ramas de la arteria hepatica y la vena
porta, sinusoides y venas centrales), los hepatocitos y los sistemas de drenaje

biliar (canaliculos y conductos biliares hepaticos).™°

El higado estd compuesto por miriadas de Iébulos, los cuales secretan bilis. La
bilis es secretada hasta un total de aproximadamente 850 mL diarios. Dado que
solo es requerida a intervalos, se almacena en la vesicula biliar, donde se
concentra por la reabsorcidn de agua y se libera cuando es requerida. La bilis no
s6lo es un “jugo digestivo”, sino también la forma que tiene el cuerpo para
deshacerse de los productos de degradacion de la hemoglobina, exceso de
colesterol y xenobidticos. Este fluido tiene caracter alcalino y es de color

verdoso.!"

Se encuentra ubicado directamente en el circuito de transporte de las sustancias
absorbidas en el intestino, excepto la grasa, todos los nutrientes absorbidos por

el tracto gastrointestinal son conducidos inicialmente hacia el higado por el

Cesar Adolfo Flores Valle 2
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sistema venoso portal, Io que le permite ser el primero en estar expuesto a los
sustratos metabdlicos y a los nutrientes, esto también lo convierte en el primer
organo en sufrir la exposicidén a las sustancias téxicas y nocivas absorbidas en
el tubo digestivo.'> Ademas de sus muchas actividades metabdlicas, el higado

almacena glucégeno y, como se menciono lineas arriba, secreta bilis.”

Numerosas placas de células hepaticas irradian desde la vena central. Cada
placa hepatica suele tener una o mas células de espesor, entre las cuales se
encuentran los canaliculos biliares que se vacian a conductos biliares en los
tabiques fibrosos que separan los lobulillos hepaticos adyacentes. En los
tabiques interlobulillares se encuentran también vénulas que reciben sangre de
la vena porta, desde estas vénulas la sangre fluye a los sinusoides hepaticos,
que se encuentran entre las placas celulares hepaticas. En los tabiques se
encuentran ademas arteriolas hepaticas, muchas de las cuales también se

vacian en los sinusoides.’3

La superficie interna de los sinusoides hepaticos esta formado por un endotelio
fenestrado. Las células de von Kupffer son células fijas de este revestimiento. A
causa de su forma, muchas veces estrellada, se les solia llamar “células
estrelladas de von Kupffer”, sin embargo, la forma de las células es variable. Las
células de von Kupffer poseen prolongaciones citoplasmaticas muy largas que a

veces atraviesan el sinusoide.™

Las células de Kupffer constituyen el sistema fagocitico mononuclear. A través
del sistema circulatorio llegan al higado y colonizan el parénquima hepatico,
situandose en la superficie o en los lugares de reunidon de los capilares
sinusoidales. Fagocitan eritrocitos seniles, asi como restos celulares y algunos
microorganismos. Las células de Kupffer se encuentran en la superficie del

endotelio en la luz del sinusoide y no estan unidas al endotelio vecino."

Las células perisinusoidales (de Ito, llamadas también células estrelladas
hepaticas) se encuentran en el espacio de Disse, en la proximidad de los
sinusoides hepaticos. Estas células tienen un origen mesenquimatoso, contienen
grasa y participan en el almacenamiento y liberacién de retinoides, la produccién

y el recambio de la matriz extracelular y la regulacion del flujo de sangre en las

Cesar Adolfo Flores Valle 3
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sinusoides. Las células perisinusoidales se encuentran en estadio quiescente no
proliferativo, pero pueden proliferar cuando son activadas por las células de

Kupffer y los hepatocitos.'®

El higado recibe el 25% del gasto cardiaco por la vena porta hepatica y la arteria
hepatica. La vena porta hepatica lleva al higado los nutrientes y vitaminas

absorbidos en el intestino, donde se recogen, se almacenan y distribuyen."”

Posee un papel importante en el mantenimiento de las concentraciones
sanguineas normales de glucosa, sobre todo en el periodo posprandial. El
higado retira el exceso de glucosa de la sangre y lo reincorpora conforme se
necesita en un proceso que se conoce como funcion amortiguadora de la glucosa
del higado. Esta accion se altera en las personas con deterioro de la funcién
hepatica por alguna enfermedad y se alcanzan concentraciones pospandriales
de glucosa demasiado elevadas. Sin embargo, como el higado también regula
los otros aspectos de la homeostasis de la glucosa, en la insuficiencia hepatica

existe la hipoglucemia.’®

También regula la cantidad de lipidos en sangre mediante la secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Los lipidos absorbidos en el intestino
son liberados por medio del quilomicrén a la linfa. La lipoproteina lipasa de la
superficie celular endotelial de los vasos sanguineos hidroliza parte de los
triglicéridos de los quilomicrones, liberando acidos grasos y glicerol, que son
captados por los adipocitos, el quilomicron se transforma en remanente de
quilomicrones ricos en colesterol esterificado que son captados y degradados
por los hepatocitos, los cuales forman a partir de ellos la VLDL. A partir de éstas
se forman otras lipoproteinas séricas que son el aporte de colesterol y
triglicéridos para el resto de los tejidos del organismo.'”

El higado produce albumina plasmatica y la mayor parte de las globulinas
plasmaticas (con excepcidn de las inmunoglobulinas). Los niveles de globulinas
que produce el higado van de 2,5 a 3,5 g/dL, tienen una amplia variedad de
funciones, incluidos el transporte de colesterol y triglicéridos, el transporte de

esteroides y hormonas tiroideas, la inhibicién de la tripsina, y la coagulacion de
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la sangre. Los factores de la coagulacion | (fibrinégeno), Il (protrombina) Il1, 1V,

VII, IX 'y Xl, asi como el angiotensindgeno, son todos producidos por el higado.'®

La albumina sérica es cuantitativamente la proteina mas importante que se
sintetiza en el higado, constituye alrededor de 70% de las proteinas plasmaticas
totales y es la principal contribuyente de la presion coloidosmética de la sangre
y refleja la cantidad de funcionalidad de la masa del higado.”™ Dado que la
albumina tiene una vida media larga de 20 dias, en todas las enfermedades
cronicas del higado, los niveles de albumina disminuyen, cuyos niveles normales

en sangre son de 3,5a 5 g/dL.%°

La mayor parte del etanol consumido se oxida en el higado, donde hay dos
niveles de catabolismo, el primero para formar el acetaldehido y, el segundo,
acetato. En el higado se realiza la oxidacién a traves de tres vias enzimaticas, la
via alcohol deshidrogenasa (ADH), presente en el citosol, el sistema enzimatico
oxidativo de etanol (MEOS, microsomal etanol oxidizing system) y la via de las
catalasas en los peroxisomas, que en el catabolismo alcohdlico es muy poco

activa. El producto final de cualquiera de las tres vias es el acetaldehido.?

La mayor parte del etanol es oxidado primero hasta acetaldehido por accién del
alcohol deshidrogenasa. Posteriormente el acetaldehido, por una nueva
oxidacion, es convertido en acetato por la aldehido deshidrogenasa. El acetato
es activado a acetil-CoA con la ayuda de una acetato-CoA-ligasa con consumo

de ATP, lo que posibilita la conexiéon con el metabolismo intermedio.??

La velocidad de la degradacion del etanol en el higado esta limitada por la
actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa, la cantidad disponible de NAD+
también es un factor limitante. Con concentraciones bajas de etanol se alcanza
la velocidad de degradaciéon maxima, por esa razén el nivel de etanol disminuye

cuando la velocidad es constante (cinética de orden 0).22

Este tipo de respuesta hepatica al etanol, que es un téxico, merece especial
atencion por ser la primera causa de cirrosis en el mundo y aun cuando su
patogenia es similar a la provocada por otros toxicos es importante sefalar tres
hechos, estimulacion directa de las células formadoras de colageno por el etanol

o sus metabolitos, lesion hepatocelular que despierta reacciones inmunoldgicas
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que liberan o activan macréfagos o linfocitos T que elaboran factores de
crecimiento, y aumento de la activacion de sintesis de enzimas, como la prolil-

hidroxilasa y otras.??

El consumo elevado de etanol durante afos produce dafos en el higado, el limite
del consumo diario es de unos 60 g en los hombres y de alrededor de 50 g en
las mujeres. Estos valores dependen en gran parte del peso corporal, del estado

de salud y otros factores.??

Los altos niveles hepaticos de NADH* + H* y de acetil-CoA dependientes del
etanol favorecen la sintesis de grasas neutras y de colesterol, por otro lado, su
exportacion en forma de VLDL también es afectada por el etanol, se produce un
almacenamiento de lipidos en el higado (higado graso). Este aumento del
contenido graso del higado (de menos del 5% hasta mas del 50% de su peso
seco) en un primer momento es reversible, sin embargo, en el alcoholismo
cronico cada vez mas tejido conectivo va reemplazando a los hepatocitos.
Finalmente, con la cirrosis hepatica el dafio llega a un estado irreversible que se

caracteriza por la pérdida progresiva de la funcion hepatica.??

La cirrosis es la consecuencia de la lesion hepatica progresiva, ésta enfermedad
puede presentarse en un subgrupo de casos de hepatitis crénica que no se
resuelven de manera espontanea, o después de repetidos episodios de lesion
del higado aguda, como sucede en el alcoholismo cronico. Las consecuencias

de la enfermedad del higado pueden ser reversibles o irreversibles.?*

La fibrosis hepatica se presenta en etapas, la primera etapa se caracteriza por
un cambio de la composicion de la matriz extracelular desde colageno sin
entrecruzamiento, no formador de fibrillas, hacia colageno, que es mas denso y
esta sujeto a la formacion de enlaces cruzado, en esta etapa la lesion del higado
aun es reversible, y la segunda etapa comprende la formacion de
entrecruzamiento de colageno subendotelial, proliferacion de células
mioepiteliales y deformacién de la estructura hepatica con aparicién de nédulos
de regeneracion. La cirrosis persiste como un estado dinamico en el cual ciertas
intervenciones, incluso a esas etapas avanzadas, pueden dar beneficios, como

la regresion de tejido cicatrizal y mejoras de los resultados clinicos.?*
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El estrés oxidativo y sus consecuencias, dafio celular, pueden ser reducidas a
través de la ingesta de antioxidantes de diversos alimentos, destacando entre
ellos frutas y verduras. Estas moléculas, como los flavonoides, estan presentes

en buena cantidad en los citricos, como el limén.2°

En un estudio realizado por Emim, et al. en el cual administré flavonoides
(hesperidina) a nivel subcutaneo en ratas y ratones inducidos a un proceso
inflamatorio con carragenina, sustancia inflamatoria en la piel, observé una
reduccion del edema. Los resultados indican un potencial uso terapéutico de la

hesperidina como un agente antiinflamatorio leve.?®

Gonzalez Cruz en su Compilacién bibliografica del Limon persa (Citrus latifolia)
menciona que eéste posee accion terapéutica preventiva y curativa en

perturbaciones intestinales y hepaticas, entre otros.?’

En un estudio de Karimi et al con el Citrus aurantium donde evalu6 las
propiedades antioxidantes, anticancerigena y antiinflamatoria, los resultados
mostraron buena capacidad de captacién de radicales libres y la actividad de
reduccion del potencial férrico. En el ensayo de citotoxicidad se indica el
potencial de esta planta medicinal como una fuente terapéutica de compuestos

anticancerosos.?®

En una investigacion de Rocha De Oliveira et al realizada con la quercetina en
ratas Wistar se demostré que es capaz de reducir los cambios producidos por
estrés oxidativo, generados por bifenilos policlorados, como la peroxidacion
lipidica, modificaciones en la actividad de enzimas antioxidantes y al ADN del
higado.?®

La hepatotoxicidad sera inducida por etanol. El higado es el principal sitio del
metabolismo del alcohol, es por ello que es el principal objetivo organico inducido

por el alcohol.30

El género Citrus es originario de los tropicos y subtrépicos del este de Asia y del
archipiélago indomalayo, region en la cual se encuentran aun numerosas
especies silvestres. Sin embargo, ninguna de las especies cultivadas es

conocida en estado verdaderamente silvestre, pues los Citrus como los platanos,
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son un producto de una domesticacién antigua y una larga seleccion por el
hombre. Es un arbol de la familia de las rutaceas cuyo fruto (hesperidio) es el

limén. El limén es una planta frutal cuyo nombre botanico es Citrus aurantifolia.®!

La clasificacion botanica del limon es la siguiente3?:
Clase: Dicotiledineas
Sub-clase: Arquiclamideas
Orden: Geraniales
Sub-orden:Geraniineas
Familia: Rutacea
Sub-familia: Aurantioideas
Género: Citrus

Especie: aurantifolia

La planta tiene un tamafo que varia de 3 a 6 m de altura con ramas irregulares,
de corteza verde y provista de espinas cortas y fuertes. Las hojas son elipticas,
coriaceas de color verde mate lustroso de 5 a 10 cm de longitud, terminada en
punta y con bordes ondulados o finamente dentado. Las flores son muy olorosas,
con los pétalos gruesos y de color blanco, aunque suelen presentar un tinte

rosado en su cara exterior.33

El fruto llamado limén es de pulpa jugosa, perfumada y suave, normalmente es
de forma oval y/o esférica. La corteza es delgada, de color amarillo verdoso que
cambia a amarillo cuando el fruto ha pasado su estado de madurez comercial.
En el interior encontramos una pulpa carnosa, cuyo color va de amarillo a verde,

de sabor acido y jugoso, separada por membranas.33

El arbol del Citrus aurantifolia ha sido ampliamente estudiado y se han hallado
los siguientes acidos: caprico, caprilico, decanoico, férmico, hidrocianico,
isovalérico, laurico, miristico, nonandico, oxalico y esteéarico. Los alcoholes
encontrados son: decil, dodecil, ergosterol, etilico, metil antranilato, nolil, fenetil
y pirocaterol. Aldehidos: acetaldehido, benzaldehido, isovaleraldehido;
monoterpenos: borneol, decanal, furfural, carveno, citral. Flavonoides:

quercetina. Saponinas; aceite: limoneno.Otros compuestos: tripatamina:
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quinolina; carvona, cresol, guayacol, hesperidina, narcotina, noradrenalina;

proteina: tiramina.3*

Los citricos, como el limon representan un numeroso grupo de gran importancia
en pasteleria y reposteria, no solo por su utilizacion como género principal sino
también como aromatizantes ya sea con sus zumos, ralladura de cascara, entre

otras, ademas contrarrestan la oxidacion de otras frutas.3®

La cascara del limoén se puede confitar o secar para usarla como aromatizantes
en postres, helados, aguardientes, licores, o usarla en reposteria.3® Esta también

se usa en la elaboracion de limonadas.?’

En los citricos la concentracién de flavonoides es mayor en el albedo y corazén,
seguidos del flavedo, membranas y pulpa, siendo menor en el zumo. La
extraccidon de estos compuestos resulta de mucho interés por parte de la
industria alimentaria y farmacéutica. En estudios previos en cascara de citricos
de diferentes especies, se encontré que el contenido de flavonoides totales oscila
en un intervalo de 150 a 478 mg de rutina por cada 100 g de cascara seca y de

0,3 a 3100,1 mg de quercetina por cada 100 g de cascara seca.3?

La composiciéon quimica nutricional del jugo de limén por cada 100 g es la
siguiente: 30 kcal, 9,3 g de agua, 0,5 g de proteina, 0,2 g de grasa, 9,7 g de

carbohidratos, 18 mg de calcio, 14 mg de fosforo y 33,2 mg de vitamina C.%°

Los subproductos de los citricos como la cascara, entre otros, representan el
50% del peso de la fruta entera original, el darle valor agregado es una manera
de dar rentabilidad al proceso de aprovechamiento. De éstos se puede
aprovechar los aceites esenciales y la pectina, siendo la ultima usada en el
campo farmacolégico como agentes antimetastasis, inmunoestimulantes y

antiulcerosos.40

Se busca demostrar si la cascara del Citrus aurantifolia (limén) posee la
propiedad protectora del higado por el contenido de flavonoides, acido ascérbico
y otros compuestos, los cuales son agentes antioxidantes que atenuan la accién
de los radicales libres y pueden proteger a las células de la peroxidacion

lipidica.* Asimismo, contribuir al conocimiento que se tiene acerca de los citricos
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en el campo de la prevencion y control de las enfermedades hepaticas. En ésta
se da utilidad a la cascara del limoén, un producto de desecho asequible y que se

encuentra presente en muchos hogares.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.

2.2

Hipotesis
La ingesta de la cascara del fruto del Citrus aurantifolia (limén) tiene
actividad protectora frente al dafo hepatico inducido por etanol en ratones
Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto protector de la ingesta de la cascara del fruto del
Citrus aurantifolia (limén) frente al dafio hepatico inducido por etanol en

ratones.
Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la ingesta de la cascara del fruto del Citrus
aurantifolia (limoén) sobre la morfologia del tejido hepatico frente al dafio

inducido por etanol en ratones.

e Determinar el efecto de la ingesta de la cascara del fruto del Citrus
aurantifolia (limoén) sobre los marcadores bioquimicos del dafio hepatico

inducido por etanol en ratones
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Ill. METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacién

3.2.

Estudio analitico, experimental, transversal y prospectivo.*?
Materiales
3.2. 1. Material biolégico

Ratones machos albinos (Mus musculus, cepa Balb/c)

Cascaras (albedo y flavedo) del Citrus aurantifolia
3.2. 2. Equipos e instrumentos

Homogenizador marca: Ultra-Turrax; modelo: IKA-T10BASIC
Centrifuga marca: GREETMED; modelo: GTT119-300
Espectrofotometro marca: GREETMED; modelo: NV203
Balanza analitica marca: RADWG®; modelo WTB200

Estufa marca: Unic’s®

Bano Maria marca: AVALIER; modelo: VL-32

3.2. 3. Reactivos y farmacos

Etanol absoluto

Acido etildiaminotetraacético (EDTA) (Triplitex®)
Acido 2-tiobarbittrico

Pentobarbital

Acido tricloroacético (Scharlaw)

Acido 5,5 -ditiobis-2-nitrato (DTNB)

3.3. Variables

Variable independiente

eIngesta de cascara del Citrus aurantifolia: Comprende dos zonas, una
externa, el flavedo, y otra interna, blanca y esponjosa, que es llamada
albedo.®3

Variable dependiente

e Efecto protector hepatico: Propiedad de proteger al higado frente a los
efectos nocivos de hepatoxinas que se puedan ingerir, asi como

contrarrestarlas alteraciones en el organismo de radicales libres.*
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

CATEGORIA Y ESCALA
VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES PUNTOS DE DE
CORTE MEDICION
Variable
independiente: Ingesta de la
Ingesta de la suspension de la 100 mg/kg )
. - . o Razoén
cascara del cascara del Citrus 400 mg/kg
Citrus aurantifolia
aurantifolia
e Morfologia . .
. ¢ Indice hepatico
Variable del tejido Intervalo
. « Histoldgico Comparados
dependiente: hepatico
con los
Efecto
¢ Lipoperoxidacion grupos
protector e Marcadores .
fe (nmol/g) controles. Razon
hepatico bioquimicos .
e Glutatién (ug/g)

3.4. Método de experimentacion

3.4. 4. Recoleccion de la muestra de ensayo

La muestra se adquirié en el mercado de Mayorista del distrito de Santa

Anita.

3.4. 5. Obtencion y preparacion de la suspension de la cascara de

limén

Los limones fueron lavados y se separd la cascara, descartando el
contenido del fruto. Las cascaras del limén se colocaron sobre una fuente
de vidrio, Pyrex, la cual se llevo a una estufa a temperatura de 40° C por
72 horas. Luego las cascaras secas se pulverizaron en molino de cuchillas
en el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

El pulverizado fue cernido y se obtuvo un polvo fino. El polvo fino de
cascara de limon se suspendid en una solucion de fécula de maiz
(almidon) al 1%. Esto fue preparado al momento de la administracion,

siendo utilizado como vehiculo para las dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg.
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3.4. 6. Acondicionamiento de la unidad de analisis

Se utilizaron 35 ratones albinos, machos, adultos, con un peso
aproximado de 32 + 5 gramos. Los ratones fueron colocados en jaulas
individuales, en un ambiente 22°C de temperatura, con ciclos alternados
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Tuvieron siete dias de
aclimatacién antes de iniciar propiamente la intervencion. Todos los
grupos recibieron la misma dieta balanceada (dieta normocaldrica y
normoproteica), adquirida de la Universidad Nacional Agraria de La Molina

y agua ad libitum.
3.4. 7. Induccioén a la hepatoxicidad

Se aplico el método empleado por Sandoval (2008)*°, los animales fueron
distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7) recibiendo durante

la intervencion alimentacion balanceada.

El etanol fue preparado a una concentracion del 5% v/v y en solucion
glucosada al 5%, colocado en los bebederos para consumo ad libitum en
los grupos Il al V. El grupo | recibié solamente solucién glucosada 5% en
bebedero. Todos los grupos recibieron el tratamiento respectivo por 5

dias. Los grupos recibieron el siguiente tratamiento via per oral (cuadro

1),

Tabla 1: Distribucion y tratamiento para evaluar la proteccion
hepatica

Tratamiento
Dia 1-5

| Solucion de almidoén al 1%, 10 mL/kg (via peroral)

Grupo

[l Solucién de almidén al 1%, 10 mL/kg (via peroral)

Il Silimarina 100mg/kg en solucién de almidén al 1%

AV Cascara de limon 100mg/kg en solucion de almidén al 1%

Vv Céscara de limén 400mg/kg en solucién de almidon al 1%

Concluido el tratamiento se les mantuvo en ayuno de 12 horas, luego
fueron anestesiados con pentobarbital sodico (26 mg/kg) e

inmediatamente se realizé una laparotomia. Se localizé el ligamento

Cesar Adolfo Flores Valle 14



Efecto protector de la ingesta de cascara del Citrus aurantifolia (limén) frente al dafio hepatico inducido
por etanol en ratones

redondo mayor del higado y se extrajo el higado, cortando los ligamentos

y adherencias secundarias.

El higado fue lavado en solucién fisiologica (NaCl 0,9%) y luego fue
secado con papel absorbente. Posteriormente, se peso6 todo el 6rgano en
una balanza analitica. El I6bulo mayor se seccion6 en dos porciones de
0,25 g cada uno, uno de ellos fue conservado en formol al 10% en NaCl
0,9% para el estudio histolégico y la otra porcion conservado a 4°C para

la preparacion del homogenizado.
3.4. 8. Procesamiento de las muestras biolégicas

e indice hepatico

Se determind el indice hepatico mediante la relacidon del peso del
higado afectado y el peso del raton. Se expresé como porcentaje de
tejido con la siguiente férmula:

indice hepdtico = 21990 00
naice epa lco = Wanimal

e Estudio histolégico

Las muestras fueron procesadas en el Instituto de Patologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos para su tincidn con
hematoxilina-eosina. Las laminas fueron leidas por el patdlogo Dr.

Ernesto Raez.

e Preparaciéon del homogenizado

Para la preparacion del homogenizado se pesé aproximadamente 0,25
g del I6bulo mayor del higado y se homogenizé con EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 0,02 mmol/L hasta un volumen final de 3 mL,
todo el procedimiento se llevo a cabo sobre planchas de gel helado con

una temperatura aproximada de 4°C.

e Determinacion de lipoperoxidacion

Se empled el método de Buege y Ust (1978) y modificado por Suarez
(1995).

Fundamento: El malondialdehido y otros dialdehidos se forman por el
ataque de radicales libres sobre los acidos grasos poliinsaturados de

las membranas celulares. En condiciones acidas y temperaturas altas
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estas especies de dialdehidos reaccionan con el acido 2-tiobarbiturico
(TBA).

La reaccion de dos moles de acido 2-tiobarbiturico con una mol de
dialdehido (malondialdehido) da un color rosado con una absorcion

maxima a los 532-535 nm.

O

: S.N__OH oOn_n_SH

'CH - M\.L . I-I'

CH + 2 £ N = Ny =e—emcis N
OH

ﬂ OH

Formacion del complejo malonaldialdehido. Analytical Methods for
Resolving Data From TBA2-MDA Reaction Mixtures

Protocolo: Se tomd 0,3 mL de homogenizado y se agrego 0,6 mL de
acido tricloroacético al 20%. Luego se llevé a bafio Maria hirviendo por
10 minutos, concluido el tiempo se enfrié y se agregd 0,9 mL de acido
2-tiobarbiturico al 0,67 en HCI 0,25 N y se volvié a llevar a bano Maria
hirviente por 20 minutos.

Concluido este tiempo se centrifugé a 4 000 RPM por 15 minutos y se
efectud la lectura a 535 nm por espectrofotdmetro.

Los calculos de concentracidon de especies reactivas del acido 2-

tiobarbiturico se determinaron mediante la formula:

ABS(MP —Bl) x V. x VH x 10
exlxVaxW

[TBARS nmol/mlL] =

Vrx: volumen de la reaccion 1,8 mL

¢: Coeficiente de extincion molar 1,56x10°M-'cm™’

V: volumen del homogenizado para reaccion 0,3 mL

I: longitud de la cubeta 1 cm

VH: Volumen del homogenizado 5 mL

W: peso del tejido para el homogenizado, aproximadamente 0,5 g
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También se expresa en porcentaje de incremento mediante:

Grupo TTO — Grupo 11
% Incremento = Grupo 11 * 100

e Determinacion del glutation (GSH):

Se empled el método de Sedlak y Lindsay (1968).

Fundamento: Para la determinacién del GSH se utilizé el DTNB
[reactivo de Ellman (acido 5,5'-ditio-bis- [2-nitrobenzoico]], los cuales
reaccionan dando una coloracién amarilla. Para eliminar los grupos
sulfhidrilos presente en las glicoproteinas, se utilizé acido
tricloroacético al 50% y para evitar la activacion de las metaloproteasas
se empled el EDTA 0,02 mmol/L, que es un quelante de cationes
divalentes (Ca*?, Zn*?2, Mg*?), los cuales son activadores de las
enzimas.

Protocolo: Se tomd6 1 mL del homogenizado anteriormente preparado
y se agrego 0,8 mL de agua destilada y 0,4 mL de acido tricloroacético
50%.

Se agito intermitentemente por 5 minutos y luego se centrifugd a 4500
RPM por un lapso de 15 minutos.

Del sobrenadante se cogi6é 0,5 mL y se adicion6 2 mL de buffer Tris 0,4
mol/L a pH 8,9y 0,025 mL de DTNB a 0,01 mol/L, se agité para mezclar.
Las lecturas fueron realizadas a una longitud de onda de 412 nm en un
espectrofotometro.

Se prepard una curva de calibracion de glutation, con las siguientes
concentraciones 3,125; 6,25; 12,5; 25 y 50 ymol GS-NP/mL/g de tejido.

3.5. Analisis estadistico

Los datos fueron ordenados y analizados aplicandose los estadisticos
descriptivos como la media o promedio aritmético, la desviacion estandar
y la variacion porcentual. Se aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk.
Para las pruebas paramétricas se utilizé el Analisis de Varianza (ANOVA),
para las no paramétricas se utilizd el Test de Kruskall-Wallis. La prueba
pos hoc utilizada para el ANOVA es la prueba de Tukey y para Kruskall-
Wallis fue la prueba U de Mann Whitney.
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3.6. Aspecto ético

El tratamiento que se les dio a los animales de experimentacion fue
provocando el minimo dolor posible tanto en la aplicacion de los
medicamentos como en el método utilizado en la extraccion del higado
para estudio y posterior sacrificio.*® Todas estas medidas son tomando en
cuenta en el marco de la Ley de Proteccion y Bienestar Animal emitida el
8 de enero de 2016.46
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IV. RESULTADOS

41.

4.2.

Del analisis estadistico

El indicador glutation no posee distribucion normal (no paramétrica), por
el cual se utilizo para el analisis el Test de Kruskall-Wallis y luego la U de
Mann Whitney.

El indicado lipoperoxidacion e indice hepatico tuvieron una distribucion
normal (paramétrica), ‘por lo cual se utilizo6 ANOVA y posteriormente la

prueba Tukey.

Niveles de lipoperoxidacion en tejido hepatico

El consumo de etanol al 5% del grupo Il presenté mayor nivel de
lipoperoxidacion expresado en TBARS respecto al grupo |, de manera
significativa (p<0,05).

El tratamiento con silimarina mas etanol al 5% presenté menor nivel de
lipoperoxidacion de manera no significativa comparado con el grupo Il.
La administracion de cascara de limoén a dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg
en los grupos IV y V, mas etanol presentd, significativamente (p<0,01),

mayor nivel de lipoperoxidacién respecto al grupo Il.

Tabla 2: Nivel de lipoperoxidacion en homogenizado de higado de

ratones segun grupo de tratamiento

Grupo de

. . o 0 . i ART*
tratamiento Lipoperoxidacion* nmol/g %o de inhibicién
Grupo | 13,6+1,5@ -
Grupo I 19,8 £ 2,0 -
Grupo Il 15,7 £ 5,2 20,7%
Grupo IV 27,0+ 5,4 ® -36,4%
Grupo V 30,8 +3,0® -55,6%
Media + DE (n=7)
*ANOVA

(a) p<0,05 comparado con el grupo Il
(b) p<0,01 comparado con el grupo Il
**Comparado con el grupo |l
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4.3.

44,

Niveles de glutation en tejido hepatico

El grupo Il tras el consumo de etanol al 5% presenté menor nivel de
glutation respecto al grupo |, de manera significativa (p<0,05).

El tratamiento con silimarina mas etanol al 5% produjo un mayor nivel,
significativo (p<0,01), de glutation respecto al grupo II.

La administracion de los tratamientos a 100 mg/kg y 400 mg/kg tuvo como
resultados un mayor nivel, significativamente (p<0,01), de glutation
respecto al grupo Il.

No hubo diferencias significativas entre los niveles de glutation entre los

grupos lll, IV y V, siendo el grupo V el de mas concentracion.

Tabla 3: Niveles de glutatiéon en homogenizado de higado de
ratones segun grupo de tratamiento

Grupo de tratamiento (31'8?:53 % de incremento™*
Grupo | 48,9+3,1@ -
Grupo I 251+29 -
Grupo I 42,7 +£8,3®) 70,1%
Grupo IV 42,2 +8,1®) 68,2%
Grupo V 44,5 + 3,3 ®) 77,3%

Mediana * DE (n=7)

*Kruskall-Wallis

(a) p<0,05 comparado con el grupo |l
(b) p<0,01 comparado con el grupo |l
**Comparado con el grupo I

indice hepatico

El consumo de etanol al 5% por parte del grupo Il aumenté el tamafio del
higado, expresado en el indice hepatico, respecto al grupo I, sin llegar a
ser significativo.

La administracion de silimarina mas etanol disminuyé el indice hepatico
respecto al grupo I, sin ser significativa.

La administracion de la cascara a dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg, grupos
IV y V, respectivamente, presentdé menor tamano hepatico respecto a los

grupos | y Il, sin ser significativa.
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Tabla 4: Promedio y desviacion estandar del indice de crecimiento

del tejido hepatico

indice hepatico*

Grupos o % de inhibicién**
Grupo | 6,2+0,6 -
Grupo Il 6,604 -
Grupo I 57+0,9 13,4%
Grupo IV 59+0,6 10,8%
Grupo V 56+0,7 15,1%
Media + DE (n=7)
*ANOVA

**Comparado con el grupo |l

4.5. Histolégico

Grupo I: En este grupo se observdé una estructura moderadamente
alterada, los vasos sanguineos con apariencia normal, conductos biliares
semiobstruidos y algunos hepatocitos con nucleos pulverulentos, no

presenta vacuolas. Diagndstico final de hepatitis toxica leve.

Grupo IllI: Se presentd estructura alterada con congestién de espacios
intersticiales con globulos rojos, conductos biliares casi obstruidos,
destruccion de membrana de espacio de Disse. Presentaban nucleos
picndticos y coagulados, asi como vacuolas. El diagnéstico final fue

hepatitis toxica severa.

Grupo lll: Estructura conservada. Se apreci6 el nucleo, la integridad de las
membranas del espacio de Disse, asi como los canaliculos biliares. No

presento vacuolas. Con diagndstico final de hepatitis tdxica leve.

Grupo IV: Se evidenci6 una estructura muy dafada, en algunos casos con
necrosis grasa con varias vacuolas. Canaliculos biliares ocupados y
desordenados. Ausencia de membranas del espacio de Disse. Alrededor
de vena centrolobulillar presenta espacios en blanco. Con diagnéstico final

de higado graso.

Grupo V: Se evidencid vena centrolobulillar con estasis. Desorden
marcado en su estructura, mayor tamano de vacuolas (a gota gruesa),

conductos biliares alterados, hepatocitos con nucleos pulverulentos,
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ausencia de membrana de los espacios de Disse. Con diagndstico final de

higado graso.

Grafico 1: Grupo I: (a) vasos sanguineos Grafico 2: Grupo Il: (a) gran ndmero de
conservados. (b) conductos biliares vacuolas. (b) destruccién de la membrana
semiobstruidos. Hepatitis toxica leve. de Disse. (c) nucleos coagulados. Hepatitis

tdxica severa.

Gréfico 3: Grupo lll: (a) mantenimiento de
membranas de Disse. (b) integridad del
nucleo. Hepatitis toxica leve.

Grafico 4: Grupo IV: (a) destruccion Grafico 5: Grupo V: (a) vena
membrana de espacio de Disse. (b) centrolobulillar con estasis. (b) ausencia de
presencia de vacuolas. Higado graso. membrana de espacio de Disse. (c) nicleos

coagulados. (d) presencia de vacuolas.
Higado graso.
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V. DISCUSION

El presente trabajo tiene como una de sus finalidades aportar, con base
cientifica, acerca del uso de un producto que usualmente es desecho en muchos
hogares, la cascara de limon. Este estudio realizado en animales de
experimentacion nos brinda informacion respecto al efecto protector sobre el

tejido hepatico frente a la toxicidad de la ingesta frente al etanol al 5%.

El consumo croénico de etanol es una de las principales causas de enfermedad
hepatica crénica en los paises desarrollados y se esta convirtiendo en la principal

causa de esta enfermedad en los paises en desarrollo.*®

A pesar de la necesidad mundial de agente protector del higado contra el etanol,
aun no existen medicamentos para satisfacer nuestras expectativas. En
consecuencia, se han buscado diversos productos de origen natural con
actividades hepatoprotectoras,*® es por ello que el interés por la medicina
alternativa se ha incrementado de manera significativa, la etnobotanica ha
aportado conocimientos empiricos acerca del tratamiento de diversas dolencias
y enfermedades,° sobre todo en aquellos pacientes que padecen enfermedades

cronicas en donde la eficiencia de la medicina convencional llega a su limite.>

En nuestro estudio se observo que el grupo que recibié etanol (grupo Il) presentd
un mayor indice hepatico y lipoperoxidacion como también un menor nivel de

glutation y un diagndstico de hepatitis toxica severa a nivel histolégico.

Estos resultados observados en el grupo Il estan relacionados al efecto de la
biotransformacién del etanol, que es principalmente metabolizado por tres
sistemas enzimaticos, la alcohol deshidrogenasa (ADH), que es una enzima
citosdlica, el citocromo P450 (CYP2E1), que participa en el sistema microsomal
de oxidacion del etanol (MEQOS) y la catalasa (CAT).5#+59

La principal via de metabolizacién del etanol esta a cargo de la ADH que produce
acetaldehido a nivel del higado.%¢ La acumulacion de ésta puede formar aductos
con residuos reactivos de las proteinas o moléculas pequefias, por ejemplo,

cisteinas.®>%8 E| acetaldehido posteriormente se metaboliza en acetato a través
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de la enzima mitocondrial acetaldehido deshidrogenasa (ALDH),%> que emplea

NAD* generando NADH* + H*, acumulando esta especie reducida.>* 57

Esta relacion alterada de NAD/NADH tiene profundos efectos en el metabolismo
de los carbohidratos, causando la inhibicion del ciclo de Krebs, la cual hace que
se desvie acetil CoA hacia la sintesis de acidos grasos consumiendo oxalacetato
y como consecuencia se altera la neoglucogénesis,®* también provoca la
inhibiciéon de la B-oxidacion, contribuyendo a la patogénesis del higado graso,
que es la etapa inicial de las enfermedades hepaticas alcohdlicas® todos estos
eventos guardan relacién con lo encontrado a nivel histolégico y con el

incremento del indice hepatico.

Ademas de su accidn sobre la sintesis y oxidaciéon de acidos grasos, el etanol
también altera el metabolismo de las gotas lipidicas y la secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) del higado,*® ya que inhibe la sintesis

de fosfatidilcolina.

El etanol incrementa la ceramida la cual activa a la proteina fosfatasa 2A (PP2A)
y la SREBP-1 (proteina de unién al elemento regulador de esterol 1) y ésta inhibe
el AMPK (proteina quinasa activada por AMP) y el PPAR-a (receptor a activado
por proliferador de peroxisoma),*8: 55 %8.59,60 que a su vez estimula la sintesis de
acidos grasos. Este alcohol también disminuye la adiponectina, la cual es
responsable de la oxidacion de los acidos grasos y de un aumento de los niveles
de TNF-alfa en el higado.%® Estas alteraciones bioquimicas guardan relacion con

lo encontrado a nivel histoldgico en nuestro estudio.

También se ha observado que la ingesta de etanol disminuye la barrera
intestinal, lo que conduce a un aumento de su permeabilidad y la posterior
presencia de lipopolisacarido derivado de las bacterias del intestino (LPS) en la
sangre portal, que activa TLR4, receptor Toll like (TLR), que estan implicados en
el reconocimiento de ligandos enddégenos relacionados con la respuesta
inflamatoria,®2 en las células de Kupffer conduciendo a la produccion de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-alfa, IL-6) % 63 y especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno (ROS/RNS),*8%° que inducen a lesion hepatica, jugando un papel

significativo en el dafio hepatocelular.48 59 6%
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El CYP2E1, una de las enzimas del MEOS, produce especies reactivas de
oxigeno (ROS).%8%9. 64 Esta enzima esta ligeramente acoplada con citocromo
reductasa; por lo tanto, puede filtrarse electrones al oxigeno para formar Oz y
catalizar la peroxidacion lipidica.%® 72 Por lo tanto, aunque O2 no es un potente
pro-oxidante per se, parece ser un iniciador clave del estrés oxidativo durante la
exposicion al alcohol,% esto puede relacionarse con los resultados hallados en

la lipoperoxidacion del grupo |l.

El glutation reducido (GSH) es una molécula que se encuentra en el citoplasma
de todas las células, especialmente en el higado en donde se hallan las mayores
concentraciones teniendo como funciones la detoxificacion de xenobidticos,
mantenimiento del balance redox intracelular, funcién antioxidante, transporte y
almacenamiento de cisteina y regulacion del crecimiento y la muerte

celular.5471.72

El acetaldehido promueve una mayor utilizacién/rotacion de la GSH
mitocondrial®® y reduce significativamente las reservas de GSH,% que parece
desempeniar un papel importante en la lesion hepatica inducida por el alcohol, la
formacion aumentada de especies reactivas de oxigeno/especies reactivas de
nitrogeno (ROS/RNS) y disminucion de los niveles de defensas antioxidantes,®
como el tocoferol y el acido ascorbico, contribuyendo asi al estrés
oxidativo.486568 Todo esto puede explicar los resultados observados en el grupo

Il de nuestro estudio respecto a los niveles bajos de glutation.

El consumo de etanol produce predominantemente una disminucion en el nivel
S-adenosilmetionina (SAMe) en los hepatocitos y el aumento de dos metabolitos
toxicos, homocisteina y S-adenosilhomocisteina (SAH). Ademas, el alcohol
provoca un cambio en la expresion genética de metionina adenosiltransferasa
(MAT), MAT1A a MAT2A, que se correlaciona con los niveles de SAMe, GCLC,
GST y GPx disminuido, el cual con la hiperhomocisteinemia inducida por el
etanol y el estrés de reticulo endoplasmatico se asocian con una disminucion de
la defensa antioxidante, la fibrogénesis, la inducciéon de TNF- a y el aumento de
roturas de la cadena de ADN, todos lo mencionado conduce a la lesién

hepatica,®® como lo encontrado en el grupo Il a nivel histolédgico.
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El alcohol causa un estado hipermetabdlico agudo en el higado, lo que resulta
en una tasa de consumo de oxigeno duplicada, aumentando el gradiente
intralobular de oxigeno en el higado con posterior hipoxia pericentral. Posterior
a la disminucion de los niveles de alcohol, la reoxigenacidon aumenta la
produccion pro-oxidante a través de la hipoxia/reoxigenacion. Esto con la
disminucién de las defensas causado por la hipoxia puede aumentar el estrés
oxidativo observado en el higado después de la exposicion al etanol,%®

mecanismo que podria explicar el estado de la lipoperoxidacion en el grupo II.

A nivel histologico en nuestro estudio se reporta que los ratones que solamente
recibieron el tratamiento con etanol mostraron mayor dafo celular que el grupo
sano, congestion de vena centrolobulillar por glébulos rojos, nucleos picnéticos
y pulverulentos, una alteracidn de la estructura con congestion de espacios
intersticiales, estos resultados concuerdan con los estudios histologicos
realizados por Mani et al 2016, en cuyo experimento con etanol en ratas se
observé aumento del peso del higado comparado con el grupo control. Ademas,
el higado de rata alimentado con etanol muestra infiltracién con células
inflamatorias, cambios micro y macro vesiculares grasos y triada portal
erosionada. Vogt 2007 demostrd que la administracidén de etanol depletaba hasta

mas de un 50% las concentraciones de glutation en células hepaticas. 6974

Estos resultados son similares a los encontrados por Sandoval et al. 2008 4° en
los que el grupo de ratones de consumo de etanol al 5% tuvo incrementos
(+58,25%) significativos (p=0,0021) en el indice hepatico a las 72 horas, siendo
el mayor. Torres 2016 reportd que los ratones que recibieron etanol al 5%
tuvieron un incremento de la masa de tejido hepatico comparado con el grupo
control de referencia,®? estos resultados son consistentes a los hallados por Lipe

2016 en el que hubo un incremento del 34%, comparado con el basal.®?

Con respecto al tratamiento con silimarina + etanol (grupo lll) se observo un
menor indice hepatico, asi como de la peroxidacion lipidica, un aumento de los

niveles de glutation (GSH) y el diagnéstico histoldgico de hepatitis toxica leve.

La silimarina es un extracto de las semillas y fruto de la planta de Cardo mariano

o Silybum marianum, y contiene 7 flavonolignanos (silibina A, silibina B, isosilina
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A, isosilina B, silristina, isosililristina y silidianina) y el flavonoide taxifolina; el cual
ha sido utilizada en padecimientos hepaticos por su efecto regenerador celular,

inhibidor de leucotrienos y efecto antioxidante.”%73

La actividad hepatoprotectora y antioxidante inherente de la silimarina es
causada por la inhibicion de las ciclooxigenasas, los leucotrienos y la produccion
de radicales libres de las células de Kupffer en ratones, asi como por su
naturaleza fendlica, es capaz de donar electrones para estabilizar radicales
libres de las especies reactivas de oxigeno (ROS). También previene la
lipoperoxidacién de las membranas mejorando la generacion de glutation
hepatico, al elevar la disponibilidad de cisteina e inducir la sintesis de la misma,

al tiempo que inhibe su catabolismo a taurina. 7®

Los datos obtenidos son similares a los observados por Sandoval et al. 2008 en
donde la lipoperoxidacion en los grupos que recibieron silimarina fue
significativamente menor comparado con el grupo que solo recibié etanol, pero
no significativamente menor al grupo silimarina + etanol. Los resultados
obtenidos por Torres 2016 y Lipe 2016 en los grupos que recibieron solo
silimarina tuvieron un incremento de la lipoperoxidacidon en contraste con

Sandoval y nuestros datos obtenidos. 455253

En un estudio in vitro Brandon-Warner et al. 2010, con un componente de la
silimarina, silibinina, en células de carcinoma hepatocelular (HCC) se observé
inhibicion significativa de los niveles de malondialdehido (MDA), demostrando
ser eficaz contra el aumento de la lipoperoxidacion, en las células tratadas con

etanol,”® similar a lo obtenido en el grupo Il

Con respecto a los grupos (IV y V) que ingirieron la cascara de Citrus aurantifolia
(limén) en dosis de100 mg/kg y 400 mg/kg, respectivamente, con etanol, se
observo un incremento de tejido hepatico, un aumento de los niveles de TBARS,

GSH y un diagndstico histologico de higado graso en ambos grupos.

En base al analisis por cromatografia liquida de alta resolucion, los flavonoides
mas abundantes encontrados en extractos de Citrus aurantifolia fueron
apigenina, rutina, quercetina, kaempferol y nobiletin.8® Los principales

componentes del aceite esencial de limén, extraido por hidrodestilacion,
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demostraron ser B-pineno (12.6%), limoneno (53.8%), y-terpineno (16.5%),
terpinoleno (0.6%), a-terpineol (0.4%) y citral (2.5%).83

Los compuestos activos a partir del extracto de hexano de las cascaras de frutas
de Citrus aurantiifolia se fraccion6 por cromatografia en columna y se obtuvo 5-
geraniloxipsoraleno; 5-geraniloxi-7-metoxicumarina; 5,7-dimetoxicumarina; 5-
metoxipsoraleno; y 5,8-dimetoxipsoraleno. Posteriormente por cromatografia de
gases-espectrometria de masas del extracto del hexano permitié identificar estos
principales componentes mas 5,7-dimetoxicumarina (15.79%), 3-metil-1,2-
ciclopentanodiona (8.27%), 1-metoxi-ciclohexeno (8.0%), corylone (6.93%),
acido palmitico (6.89%), 5,8-dimetoxipsoraleno (6.08%), a-terpineol (5.97%) y

umbelliferona (4.36%).84.85

Dong et al. observaron que el tratamiento con quercetina disminuyé los niveles
de quimiocina y de malondialdehido, producto final de la peroxidacion lipidica, y
aumentd la actividad de la superoxido dismutasa (SOD) en tejido cerebral de
rata.”* Vidhya 2009 tuvo resultados similares, ademas de la elevacion de

glutation de manera significativa.®’

Dhanya R et al. reportaron activacién de la sintesis de glutation y limitacion de la
peroxidacion lipidica (malondialdehido) en células musculares L6. Los resultados
demuestran que la naringina contribuyé a la prevencion del dafio oxidativo.8
Similares resultados fueron obtenidos en nuestros grupos experimentales con

respecto al glutation, sin embargo, no fue asi con la lipoperoxidacion.

Un estudio realizado por Wha et al 2017 (in vitro) demostré mantenimiento de la
glutation peroxidasa (Gpx), glutation reductasa (GR) y elevacién el nivel de GSH
reducido de parte de los flavonoides (quercetina 3-O-éter metilico, (+)-taxifolina,
la isorhamnetina 3-O-B-D-glucédsido y la narcisina) de la Opuntia ficus-indica.*®

Similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio con el GSH.

Van Acker 1996 concluye que los bajos potenciales de oxidacion (EP/2) y la
actividad de quelacién de hierro tiene un comportamiento inhibitorio de la

lipoperoxidacion.8°
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Tras la administracion por via oral de rutina y quercetina (10 y 20 mg/kg) durante
cinco dias consecutivos se observo una disminucion significativa en el dafo del
ADN en el tiempo posterior a la irradiacion gamma en comparacion con el grupo
de irradiacion sola.®® En nuestra experimentacion se tuvieron resultados
similares con respecto al GSH y lipoperoxidacion. Este efecto puede ser debido,
como sefala el autor, a la accion antioxidante de los flavonoides presentes en la

muestra.

Choi et al en un estudio en rata senalaron que la concentracion del GSH y la
actividad del GR disminuyeron en el grupo que recibié vitamina E y quercetina
comparado con el que no recibio este flavonoide. Lo que sugiere que este
flavonoide puede actuar como prooxidante en el higado de manera

significativa.®’

En un estudio in vitro Chobot et al 2013 demostraron la capacidad prooxidante
de la quercetina en la mayoria de concentraciones probadas mientras que la

rutina se mantuvo como antioxidante.%?

Escamilla 2009 mencion6 que los flavonoides por los EP/2 presentados pueden
reducir el Fe*3 y Cu*? para sufrir una autooxidacion del radical aroxilo generando
O que posteriormente genera el radical hidroxilo, lo que guarda relacion con lo
encontrado en nuestro estudio.?® Pérez 2003, Martinez-Florez 2002, Da Silva
2002 concuerdan con lo mencionado; asimismo Sahu 1996 demostré en higados
de rata el deterioro de la defensa antioxidante es dependiente de la dosis de los

flavonoides.94.95.96,97

En otro estudio Wha et al 2015 en hepatocitos de ratas Sprague Dawley
demostraron la capacidad antioxidante (GSH, GR y Gpx) de los flavonoides,
quercitrina y tamarixetina 3-O-ramnopirandsido, encontrados en la Firmiana
simplex,®® cuyos resultados fueron similares a los hallados en nuestro estudio

con respecto al GSH, donde también presenté incremento.

Dong et al. 2014 observaron que el tratamiento con quercetina disminuyo los
signos histologicos de inflamacion aguda en los animales tratados de una

manera dependiente de la dosis, suprimiendo el reclutamiento de leucocitos. 7
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VI. CONCLUSIONES

*La ingesta de la cascara de Cifrus aurantifolia (limén) en ambas dosis
presentd efecto protector en el marcador glutation, concentracion
significativamente mayor en tejido hepatico; en el marcador de
lipoperoxidacién presentacién mayor concentracion en el tejido hepatico de

manera significativa, no presentando efecto protector.

*La ingesta de la cascara de Cifrus aurantifolia (limén) en ambas dosis

presentd menor indice hepatico.

* De lo observado en el presente estudio se puede concluir que la ingesta de
la cascara de Citrus aurantifolia (limén) ejerce un efecto hepatoprotector,
bajo las condiciones de trabajo, expresado en el marcador GSH e

histolégico.

VIl. RECOMENDACIONES
* Realizar pruebas de capacidad antioxidante in vitro de la cascara de Citrus

aurantifolia (limon).

» Se recomienda realizar la cuantificacion de la actividad enzimatica de SOD,
CAT, GPx, GSSG.
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IX. ANEXOS
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9.2. Esquema de la metodologia
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