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RESUMEN

Objetivos: determinar el efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara
scolymus “corazdén de alcachofa” sobre los marcadores del dafio hepatico en
ratones con intoxicacion por paracetamol. Métodos: Tipo de estudio experimental;
se empled 35 ratones machos, cepa BALB/c de 2 meses de edad, con peso 27,71
+2,63g. El zumo se obtuvo por un extractor de fruta Moulinex y fue conservado en
frasco de color ambar e inmediatamente se procedié al tratamiento. Los ratones
fueron distribuidos de manera aleatoria en 5 grupos (n=7), los cuales recibieron el
siguiente tratamiento por 10 dias via peroral: grupos | y Il suero fisioldgico 1
mL/kg; grupo Il Silimarina 70 mg/kg; grupo IV zumo 5 mL/kg y grupo V zumo 10
mL/kg. Al sexto dia, los grupos Il al V recibieron, con 1 hora de diferencia del
tratamiento anterior, paracetamol 300 mg/kg, via peroral, hasta el décimo dia.
Principales medidas de resultados: en el homogenizado del higado se
determind especies reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS), GSH reducido y
total; indice hepatico y GSH/GSSG. Ademas, se realiz6 el estudio histopatologico
del higado para identificar signos de necrosis y signos de regeneracion.
Resultados: el zumo 5 mL/kg disminuyé TBARS (p<0.05). Increment6 GSH
reducido, total y GSH/GSSG (p>0.05). El zumo 10 mL/kg aumento TBARS; GSH
reducido (p>0.05) y GSH/GSSG (p>0.01). Disminuye GSH total (p>0.05). En
ambos grupos no presentd incremento de la masa hepatica. Histopatolégicamente,
se observod signos de necrosis en la administracion solo de paracetamol y en los
grupos con zumo de cogollo de Cynara scolymus mostrd una restauracion de las
lesiones histopatolégicas inducidas por paracetamol. Conclusiéon: el zumo de

cogollo de Cynara scolymus ejerce un efecto hepatoprotector.

Palabras clave: Hepatoprotector, paracetamol, Cynara scolymus.



ABSTRACT

Objectives: To determine the effect of juice hepatoprotective heart of Cynara
scolymus "Artichoke Heart" on markers of liver damage in rats with acetaminophen
poisoning. Methods: This experimental study; We used 35 male mice, strain BALB
/ ¢ 2 months old, weighing 27.71 £ 2,63g. The juice is obtained by a fruit extractor
Moulinex and was retained in amber bottle mail immediately proceeded to
treatment. Mice Were randomly distributed in 5 groups (n = 7), which received the
following treatment orally 10 Days: Groups | and Il saline 1 ml / kg; Group llI
Silymarin 70 mg / kg; Group IV juice 5 ml / kg and group V juice 10 ml / kg. Sixth
day, the Groups Il to V received, with 1 hour Difference previous treatment,
paracetamol 300 mg / kg, orally, to the tenth day. Main outcome measures: in
liver homogenates thiobarbituric acid reactive species (TBARS), and Total GSH
was determined REDUCED; liver index and GSH / GSSG. In addition,
histopathological examination of the liver was performed to identify signs of
necrosis and signs of regeneration. Results: juice 5 ml / kg TBARS decreased (p
<0.05). REDUCED GSH increased, and total GSH / GSSG (p> 0.05). TBARS Juice
10 mL / kg increase; REDUCED GSH (p> 0.05) and GSH / GSSG (p> 0.01). Total
GSH decreases (p> 0.05). Group anvil don't show increased hepatic mass.
Histopathological signs of necrosis was observed only in the administration of
paracetamol and in groups with juice globe artichoke bud showed Restoration of
the histopathological lesions induced by paracetamol. Conclusion: juice heart of
Cynara scolymus exerts hepatoprotective effect of the UN.

Keywords: Hepatoprotector, paracetamol, Cynara scolymus.
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Efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara scolymus (corazén de alcachofa)
en ratones sometidos a intoxicacién por paracetamol

INTRODUCCION

La hepatitis medicamentosa es un problema de salud publica a nivel
mundial, causando el 10% de muertes por dafio hepéatico agudo a
consecuencia de algun farmaco (1). En el Perd, las enfermedades
hepaticas cronicas ocupan el 9"° lugar entre las causas de mortalidad. Por
este motivo el gasto que involucra el tratamiento de las patologias

hepaticas para el sistema salud es elevado (2).

El uso de plantas medicinales se esta haciendo cada vez mas difundida.
Varios estudios con extractos crudos y purificados de hojas de alcachofa,
tanto en animales como en humanos, demostraron, actividades
hepatoprotectoras, hipolipidémicos, coleréticos, antioxidante y otras.
El efecto benéfico esta relacionado a los compuestos fitoquimicos, por lo
que se debe tener en cuenta la variabilidad de la composicion quimica

debido a diversos factores como ambiental, estacional, entre otros (3,4).

Por lo tanto, se considera relevante investigar el efecto de zumo de cogollo
de Cynara scolymus “corazon de alcachofa” con la finalidad de dar una

alternativa como coadyuvante al tratamiento convencional en nuestro pais.

El objetivo del estudio fue determinar el efecto hepatoprotector del zumo de
cogollo de Cynara scolymus “corazon de alcachofa” en ratones sometidos

a intoxicacion por paracetamol.

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo



Efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara scolymus (corazén de alcachofa)
en ratones sometidos a intoxicacién por paracetamol

CAPITULO I: EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Planteamiento del problema

Durante los ultimos afios en el Perq, la situacién de salud en cuanto a
hepatitis medicamentosa, también conocida como toxica, se mantiene

estadisticamente constante (5).

Por otro lado, la Administraciéon de Alimentos y Drogas (FDA) se viene
manifestando desde el afio 2011 con respecto al limite de una prescripcion
por dosis. Mediante distintos documentos, informa que el limite de la
cantidad de acetaminofén (paracetamol) por tableta, capsula o dosis no
debe pasar los 325 mg y el limite diario no debe pasar los 4 g, debido a los
resultados obtenidos en diversos estudios sobre la toxicidad hepatica en

casos de sobredosis (6).

Luego de producirse el dafio hepatico las complicaciones se ven reflejadas
en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas; formando parte de
las enfermedades hepaticas, a medida que estas enfermedades avanzan
disminuye la sintesis energética y metabdlica, que influye en el estado
nutricional, por lo tanto se considera importante, que el plan de alimentacion
sea apropiado y 6ptimo para reducir la morbilidad y mortalidad asociada a

los pacientes con enfermedades hepaticas en etapas avanzadas (7).

En el Perq, las investigaciones acerca de usos y efectos de plantas y/o
alimentos con potencial funcional han ido en aumento desde hace algunos
afios, con el fin de encontrar posibles beneficios naturales, que sirvan de

coadyuvante al tratamiento convencional (8,9).

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo
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1.2 Formulacién del Problema

¢ Cuél es el efecto del zumo de cogollo de Cynara scolymus “corazén de
alcachofa” sobre la hepatoproteccion en ratones sometidos a toxicidad por

paracetamol?
1.3 Justificacién del tema de la Investigacion

La hepatitis medicamentosa se esta convirtiendo en un importante

problema de salud publica, a nivel mundial (1).

Un analisis de la situacién de salud en el Peru, publicado en el 2012, indico
que la tasa de mortalidad por cirrosis y ciertas otras enfermedades cronicas
del higado es de 21,63 por cada 100 000 habitantes en el 2009 (5). Por
este motivo el gasto que involucra el tratamiento de las patologias

hepaticas para el sistema salud es elevado (10).

Por lo tanto, con el efecto hepatoprotector de la Cynara scolymus se estaria
promoviendo el consumo y la produccién de manera racional y a su vez
estaria dando una alternativa como coadyuvante al tratamiento

convencional.

Ademas, el modelo de analisis utilizado garantiza la determinacion de
causalidad, contando no sélo con elementos cualitativos, sino también

cuantitativos.
1.4 Objetivos de la investigacion
1.4.1 Objetivo General

Determinar el efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara
scolymus “corazén de alcachofa” en ratones sometidos a intoxicacion por

paracetamol.

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo
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1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del zumo de cogollo de Cynara scolymus
sobre la morfologia hepatica en un modelo de intoxicacién por
paracetamol en ratones.

e Determinar el efecto del zumo de cogollo de Cynara scolymus
sobre los marcadores bioquimicos del dafio hepético en un

modelo de intoxicacion por paracetamol en ratones.

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio

La Cynara scolymus L. “alcachofa” presenta compuestos quimicos como
flavonoides, aceites esenciales; fitoesteroles, saponinas, alcoloides
triterpénicos (taraxasterol), taninos, azlcar, inulina, mucilago, pectina,
vitaminas A, B2 y C, elementos minerales: potasio, fosforo, yodo, hierro,

calcio, magnesio y azufre (11,12).

Asi mismo en un estudio realizado en Perd, se determind que la
concentracion de fenoles totales del extracto de alcachofa de la especie
Cynara scolymus L. fue de 117,3 mg de acido galico/g de extracto. Por esta
razon el extracto presento la actividad antioxidante frente al radical DPPH
(13).

En el aflo 2009 Lattanzio V., determiné que el acido 5-O-caffeoylquinic
(acido clorogénico) es la sustancia mas abundante (39%) (14). Por otra
parte, en un estudio realizado por Pereira, Portugal 2015, determiné que el
flavonoide mas abundante de Cynara scolymus es la luteolina-7-O-

glucurénido (Cinarosida) (15).

Colak E., 2015, demostr6 el efecto hepatoprotector de extracto de hojas de
Cynara scolymus sobre el estrés oxidativo inducido por tetracloruro de
carbono (CCls), evaluado por los niveles de malondialdehido (MDA),
superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). También tuvo efectos
positivos en la via del mecanismo de regulacion que permiten la reparacion

del dafio en el ADN en la hepatotoxicidad inducida por CCls (16).

El Morsy E. demostro el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de hoja
de alcachofa, frente al paracetamol (2 g/kg dosis oral Unica) en ratas, y lo
relacion6 con los antioxidantes y un mecanismo anti-apoptéticos. Los
indicadores de dafio hepatico medidos fueron alanina aminotransferasa

sérica (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST); en el homogenizado de

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo
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higado se observo el efecto hepatoprotector en los biomarcadores de
estrés oxidativo malondialdehido (MDA), la actividad de la superoxido
dismutasa (SOD), oxido nitrico (NO) glutation reducido (GSH) ciclismo
glutation (GR) y glutatation—S-transferasa (GST); la apoptosis se midié
mediante el ensayo cometa. (17)

En el afio 2007, Troncoso L., demostro que el Petroselinum sativum (perejil)
tiene un efecto antioxidante y hepatoprotector en ratas inducidas a
intoxicacion por paracetamol 200 mg/kg evidenciado en pruebas de ALT,
gamma glutamil transpeptidasa (GGT), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
especies reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS) y observaciones

histopatolégicas (18).

En el 2012, Arnao y col demostré el efecto hepatoprotector de yacén
(Smallanthus sonchifolius) en ratas tratadas con acetaminofén 250 mg/kg
através de biomarcadores hepaticos de estrés oxidativo, obteniendo como
resultado en todos los casos (lipoperoxidacion, SOD, CAT, glutation
peroxidasa y GST) una mejora significativa de los biomarcadores en el
grupo tratado con el yacén, atribuyendo tal efecto, a los compuestos
polihidroxilados: fenoles, flavonoides, terpenoides y otros metabolitos

secundarios con actividad antioxidante (8).

Huaman O. y col en el 2013 determiné el efecto hepatoprotector de los
extractos acuoso e hidroetandlico de las hojas de Bixa orellana (achiote),
sugiriendo que el efecto puede ser atribuido a la actividad de los
metabolitos secundarios, como los flavonoides y los carotenoides
presentes en los extractos acuoso e hidroetandlico. Se evidencié en los
indicadores no enzimaticos de hepatotoxicidad; niveles de bilirrubina en
suero y TBARS en ratas sometidas a la administracion de paracetamol de
400 mg/kg (19).

En el 2014, Caballero J., determiné que el tratamiento previo de semillas
de Cucurbita maxima (zapallo macre) en ratas, produjo un efecto
hepatoprotector frente al paracetamol a una dosis de 400 mg/kg, este

efecto fue determinado por la reduccién en la actividad de los marcadores

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo
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enzimaticos AST, ALT, proteinas totales, albumina sérica, bilirrubina
directa, indirecta y total; y en el tejido se evalud la lipoperoxidacion
expresado en especies reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS) cuyos
valores redujeron. Este efecto también lo atribuye a los componentes
fitoquimicos con capacidad antioxidante y regenerativa que presenta las
semillas de Cucurbita méxima tales como a-tocoferol, y-tocoferol y de -
tocoferol (20).

Grespan y col en el 2014 estudidé el efecto hepatoprotector del
pretratamiento con aceite esencial de Thymus vulgaris en el modelo
experimental de lesion inducida por paracetamol 250 mg/kg concluyendo
que el tratamiento con extracto de aceite esencial de Thymus Vulgaris
reducia significativamente los valores de ALT, AST y fosfatasa alcalina
(ALP) en suero. Ademds, redujo significativamente los valores de la
mieloperoxidasa en el higado, asi como también protege el hepatocito,
mostrando una menor sefial de necrosis en el analisis histopatolégico del

mismo (21).

Sathya A., demostré el efecto protector de los extractos de corteza y la
vaina vacia de Auriculiformis Acacia (acacia de vaina orejuda) contra la
lesion hepatica por intoxicacién con paracetamol 2 g/kg de peso y diabetes
tipo Il inducida por aloxano en ratones, concluy6 que los extractos restauran
los marcadores de la funcién hepatica (ALT, AST, ALP, bilirrubina total y
proteinas totales) y antioxidantes hepaticos (SOD, CAT, glutation reducido
(GSH) y la glutation peroxidasa (GPx) a los niveles normales. Asi mismo,
recuperacion de la arquitectura hepatocelular y la hepatoproteccién es

comparable a la silimarina (22).

En el 2015, Arumugam A., investigo efecto hepatoprotector de extractos de
hojas de Citrus hystrix y C. maximaagainst en un modelo de intoxicacion
por paracetamol a una dosis de 2 g/kg en ratas, concluyendo que el
tratamiento con extracto de hojas de Citrus hystrix y C. maximaagainst
restauran los niveles de SOD, CAT, GSH y la GPx ALT, AST, fosfatasa

alcalina, bilirrubina total y proteina total en sueros sanguineos y
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antioxidantes hepaticos en homogeneizado de higado a los niveles

normales, también observo proteccidon de la arquitectura hepatica (23).

Los autores mencionados manifiestan que el efecto benéfico esta

relacionado a los compuestos fitoquimicos de dichas plantas.

2.2. Bases tedricas

2.2.1 Epidemiologia

En los dltimos afios diversas publicaciones proponen que las reacciones
adversas a farmacos son responsables del incremento de casos de

lesion hepética de lo que inicialmente se pensaba (9).

En el 2011 la cirrosis y otras enfermedades cronicas del higado es
considerada como principal causa de mortalidad presentando 4.4% en

varones y 2.5% en mujeres (2).

El paracetamol es el agente farmacéutico mas investigado en los centros
de intoxicacion de Estados Unidos y es la sustancia mas comunmente
utilizada para suicidios en el Reino Unido (24,25). En el afio 2003, en
Estados Unidos, las estadisticas reportadas por la Asociacion Americana
de Centros de Control de Intoxicaciones, presentan una cifra de
aproximadamente 127 000 intoxicaciones por acetaminofén o productos
gue lo contienen, de los cuales 38 989 ocurrieron en nifios menores de
6 afos. En ese mismo afio, se reportaron 214 muertes por sobredosis
de medicamentos analgésicos, de los cuales 62 de estos casos tuvo al

paracetamol como Unico agente involucrado (26).

Estas estadisticas se incrementaron en el 2005, afio en el que se
reportaron 165 000 nuevos casos, de los cuales un 40 % se presento por
ingesta Unica de acetaminofén y un 60% por el consumo de mezclas con

otros farmacos, especialmente opioides (26).

La toxicidad por acetaminofén representa la mayor causa de falla

hepatica fulminante, observandose un incremento alarmante del 21% al
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51% de este dafio hepéatico entre los afios 1988 y 2003; mas de la mitad

de estos casos se presentaron por sobredosis accidentales (27,28).

2.2.2 Anatomia, fisiologia y funciones metabdlicas del higado

El higado es un 6rgano perteneciente al aparato digestivo, cuyo peso en
la edad adulta se encuentra entre 1 200 a 1 500 g, se ubica en el
hipocondrio derecho, debajo del diafragma y estad protegido por las
costillas. (29)

La unidad histolégica del higado es el lobulillo hepatico, el cual es
aproximadamente hexagonal, organizado alrededor de las venas
hepaticas centrilobulillares con cordones de hepatocitos y sinusoides
que se irradian hacia afuera (30,31). Estos presentan células
endoteliales discontinuas, algunas de las cuales son fagocitarias y
forman parte del sistema de macrofagos del organismo, como las células
de Kupffer (32).

Pero, la unidad funcional del higado por su organizacion es el acino
hepético, el cual es considerado como una pequefia masa
parenquimatosa de tamafio y forma irregular, organizada entre dos
venas centrilobulillares y cuyo eje consiste de una arteriola hepéatica,

vénula portal, vasos linfaticos y nervios (30,31).

Los hepatocitos, célula del higado de forma poliédrica, desarrollan
numerosas funciones, entre ellas sintesis de proteinas séricas
(albumina, proteinas transportadoras, factores de coagulacion, factores
hormonales y de crecimiento), asi como la produccion de bilis,
compuesta por acidos biliares y sales biliares, cuya funcion es favorecer

la digestion de las grasas dietarias. (30,33).

Ademas, se encargan de la regulacion de los nutrientes (glucosa,
glucogeno, acidos grasos, aminoacidos), almacenamiento de vitaminas

(A, D, B12) y minerales como el hierro en forma de ferritina (30, 33).
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Asi mismo del metabolismo y conjugacién de los compuestos lipofilicos
(bilirrubina, farmacos), para excretarlos por la bilis o la orina (26,29). Este
proceso se da principalmente en el higado y consta de 2 fases. Las
reacciones de fase |, las cuales son oxidativas y catalizadas por el
citocromo P-450, con frecuencia generan metabolitos que inducen la
peroxidacién lipidica o la unidén covalente a macromoléculas o ADN,
provocando necrosis celular. Las reacciones de fase Il neutralizan dichos
metabolitos en procesos de conjugacion con glucuronatos, sulfatos o
glutation (34).

2.2.3 Biotransformacién del paracetamol

En cuanto al nivel bioquimico y celular, existen tres mecanismos
principales por los cuales puede producirse la hepatotoxicidad por
actividad del citocromo P450. El primero implica la acumulaciéon de
cantidades excesivas de farmaco no metabolizado, causada por una
disminucion de la actividad del citocromo P450. La inhibicion del
citocromo P450 inducida por medicamentos es la causa mas frecuente
de esta forma de hepatotoxicidad. Para que esta toxicidad se manifieste,
es necesario lo siguiente: la droga original debe tener un indice
terapéutico bajo, la droga debe tener toxicidad intrinseca (la droga
misma es toxica), la actividad del citocromo P450 debe ser
significativamente menor de lo normal y, por ultimo, el farmaco original
no es metabolizado a productos inactivos por otros miembros de la
familia P450. El segundo mecanismo es la produccion de radicales
electrofilicos por medio del citocromo P450. El tercer mecanismo
consiste en la produccion de autoanticuerpos para metabolitos del

citocromo P450 en conjugacion con diferentes proteinas y ADN (35).

El paracetamol es un medicamento que, en condiciones normales, es
glucoronizado y sulfatado en un 90% y luego eliminado por via urinaria.

Tiene como funcién la analgesia y la antipiresis. (36)

En dosis normales y controladas no produce hepatotoxicidad; pero, en

caso de sobredosis, puede producir dafio hepatico (32), lo que involucra
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la generacion de radicales libres de oxigeno (ROS) que atacan a los
acidos grasos polinsaturados de membrana, generando la
lipoperoxidaciéon y, con ello, la inestabilidad de la misma v,
posteriormente, la ruptura o lisis celular. Durante este proceso, se
generan dialdehidos, los cuales se consideran marcadores de la

lipoperoxidaciéon ocasionada por radicales libres (37).

El mecanismo de biotransformacion al darse una sobredosis de
paracetamol o acetaminofén es el citocromo P450 (CYP2e) donde se
genera cantidades de N-acetil p-benzoquinoneimina (NAPQI) capaces
de agotar las reservas hepéticas de glutation. EI NAPQI provoca
toxicidad al unirse de forma covalente a macromoléculas produciendo
asi radicales libres e induciendo a la necrosis hepéatica en so6lo 12 horas.
En menor medida, el mismo proceso puede ocurrir en el rifién y provocar
nefrotoxicidad (38,39).

Por otro lado, el paracetamol es peroxidado por la mieloperoxidasa y la
ciclooxigenasa-1 (COX-1), produciendo metabolitos hepatotoxicos que
provocan dafio hepatico en pacientes con insuficiencia renal crénica y

asma (40).

La toxicidad del paracetamol se puede clasificar en cuatro etapas (41,
42):

En la primera etapa durante las primeras 24 horas se presentan
sintomas inespecificos, malestar general, palidez, nauseas, vomito,
diaforesis. Pruebas de funcion hepética dentro de limites normales (41,
42)

La segunda etapa se presenta dentro de las 24 y 48 horas después de
la ingestion, el dolor puede localizarse en hipocondrio derecho y las

pruebas de funcién hepéatica comienzan a alterarse (41, 42)

En la tercera etapa durante las 72 a 96 horas después de la ingestion
reaparecen sintomas con mayor severidad, ocasionalmente

acompafnados de ictericia o alteraciones en el estado de conciencia.
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Puede evidenciarse compromiso renal o pancreatico y el paciente puede

evolucionar a falla hepatica fulminante. Elevacion importante de pruebas

de funcion hepatica (41, 42).

Finalmente, en la cuarta etapa, después de 96 horas se presenta mejoria
sintomética con completa recuperacion clinica y de la funcién hepética si

el paciente recibe un adecuado manejo (41, 42).

2.2.4 Aspecto botanico

La Cynara scolymus es una planta perenne perteneciente a la familia de
las Asteraceas. Tiene un rizoma subterraneo, carnoso y fibroso de cuyas
yemas se desarrollan los tallos ramificados. En variedades vigorosas, la
planta puede alcanzar una altura de 1,20 a 1,30 m. (43), tiene hojas
basales, espinosas, alternas, oblongas, labadas, haz de color verde
oscuro, envés de color blanquecino a grisaceo tomentoso; las hojas del
tallo son mas delgadas y alargadas. Cuenta con un fruto aquenio,
provisto de un largo vilano sedoso, siendo sus semillas negras lisas (44,
45, 46).

La parte comestible es la inflorescencia, alargada o achatada, en forma
de rosetdn, con hojas verdes superpuestas que parecen escamas y
unidas al vastago. A las bracteas blandas internas y las porciones
blandas del cogollo se les llama de manera coloquial “corazéon de la

alcachofa”, y el fondo es la base carnosa (47).

El tallo es erguido, grueso, acanalado longitudinalmente y ramificado.
Llega al metro de altura y se divide en ramas que llevan en el extremo
grandes inflorescencias de unos doce centimetros de diametro cuando
alcanzan su mejor tamafio. El peso del fondo varia segun la variedad y

el uso culinario, desde 50 g hasta unos 100 g (47).

El color de las hojas y tallo son de color verde claro brillante cuando esta
recién cosechada (47). Ver ANEXO N°1
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2.3. Definicién de términos basicos

-Silimarina: medicamento preparado a base de extracto de las semillas
de la planta Silybum marianum, también llamada cardo mariano, el cual

es utilizado como hepatoprotector estandar (48).

-Los radicales libres: Son especies quimicas con uno o mas electrones
libres o desapareados en su ultimo orbital, por lo que son inestables y

altamente reactivos (49).

-Antioxidantes: Se definen como cualquier sustancia que ayude a
combatir el sindrome oxidacion-descomposicion, provocado por el dafio

que causan los radicales libres (50).

-Glutation (GSH): Es un compuesto peptidico de la familia de los tioles,
gue tiene un papel fundamental en la defensa antioxidante del miocito.

El GSH es sintetizado de novo en el higado (51).

-Especies reactivas de oxigeno (ROS): son producto del metabolismo del

oxigeno, los ROS incluyen una variedad de radicales libres (52).

-Lipoperoxidacién: Es un proceso degenerativo que ocurre en
condiciones de estrés oxidativo, dafiando las membranas celulares,
lipoproteinas y otras estructuras que contienen fosfolipidos insaturados,

glucolipidos y colesterol (53).

2.4. Hipotesis de Investigacion

El zumo de cogollo de Cynara scolymus “corazén de alcachofa” presenta

efecto hepatoprotector en ratones inducidos a toxicidad por paracetamol.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA
3.1 Enfoque de la investigacion
Enfoque cuantitativo.

3.2 Alcance de la investigacion

El alcance del estudio es explicativo debido a que se quiere determinar si
el zumo de cogollo de Cynara scolymus presenta efecto hepatoprotector
frente a la intoxicacion por paracetamol sobre los indicadores de
lipoperoxidacion, GSH reducido, GSH total y marcadores morfologicos.

3.3 Disefio de la investigacion

El disefio del presente estudio es de tipo experimental debido a que se

manipula variables para medir el efecto.

3.4 Variables
3.4.1 Definicion conceptual de las variables empleadas.
Variable independiente: zumo de cogollo de Cynara scolymus.

Producto liquido sin fermentar, pero fermentable, o el producto
fermentado con &cido lactico, destinado al consumo directo, obtenido de
la parte comestible de una o mas hortalizas en buen estado, y

conservado por medios fisicos exclusivamente (54).
Variable dependiente: Corresponde al efecto hepatoprotector.

Es la proteccion del higado frente a la variacion de las defensas
antirradicalarios del organismo por efectos nocivos de xenobidticos
(55,56).
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3.4.2 Operacionalizacion de las variables empleadas

_ _ » _ Punto de
Variables Dimension |Indicadores Escala
corte
Variable Dosis
Independiente: Administracion zumo
de cogollo de Cynara |5 mL/kg Razon
zumo de scolymus
cogollo 10 mL/kg
Variable -Lipoperoxidacion
dependiente: (nmol/g)
efecto Razon
o -GSH (mg/
hepatoprotector | Bloquimico (ma/g) Comparados

-GSH total (mg/g) con los
grupos

controles
-indice hepéatico (%) Razén
Morfolégica
-Cambios histol6gicos Cualitativo

3.5 Delimitaciones
3.5.1 Tematica

Efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara scolymus

“corazén de alcachofa frente a intoxicacion por paracetamol.
3.5.2 Temporal
Se realiz6 febrero — setiembre del 2016.

3.5.3 Espacial
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Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

3.6. Muestra

Corresponde a 35 ratones machos, de raza albina cepa BALB/c de 2 meses
de edad, los cuales fueron distribuidos de manera aleatoria en cinco grupos
(n=7). Con un peso promedio de 27,71 + 2,63 g, adquiridos del Centro de

Produccion de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
3.6.1 Criterios de elegibilidad

3.6.1.1 Criterios de inclusion
-Edad: 2 meses
-Raza: albina cepa BALB/c
-Peso: 25-30g.
-Sexo: Macho

3.6.2.2 Criterios de exclusion

Se verificd que los ratones no hayan sido manipulados, asi
mismo sentado alguna patologia, previos a la investigacion. Por

tal motivo no hay criterios de exclusién en el presente trabajo.

3.7 Técnicas e Instrumentos para la recoleccion- plan de recoleccion

3.7.1 Recoleccién de material botanico
Se recolecté en el mercado de Mayorista de UNICACHI del
distrito de Comas, Lima, febrero del 2016.

3.7.2 Preparacion del extracto acuoso
El cogollo de Cynara scolymus se obtuvo retirando, las bracteas
unidas al cogollo, luego se utilizé un extractor de fruta Moulinex
durante 15 segundos, el zumo obtenido se conservo en un frasco

de color ambar e inmediatamente se procedio al tratamiento.
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3.7.3 Acondicionamiento de la unidad de analisis
Los animales fueron mantenidos en jaulas recibiendo una dieta
balanceada adquirida del Centro de Produccion de la
Universidad Nacional Agraria la Molina y agua ad libitum a una
temperatura de 20°C con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
por un periodo de 5 dias. Anexo 1

3.7.4 Método de Induccion
Para inducir la intoxicacion hepatica, se administro por via peroral
diariamente, durante 5 dias, paracetamol 300 mg/kg de peso

corporal) propuesta por Gibson y col. (57)

Los ratones fueron distribuidos de manera aleatoria en 5 grupos

(n=7), los cuales recibieron el siguiente tratamiento por 10 dias:

Grupo | Suero fisioldgico 10 mL/kg de peso, via peroral.
Grupo I Suero fisioldgico 10 mL/kg de peso, via peroral.
Grupo Il Silimarina 70 mg/kg de peso, via peroral.

Grupo IV Zumo de cogollo de Cynara scolymus 5 mL/kg de

peso, via peroral.
Grupo V Zumo de cogollo de Cynara scolymus 10 mL/kg

de peso, via peroral.

Al sexto dia, los grupos Il al V recibieron, con 1 hora de diferencia
del tratamiento anterior, paracetamol 300 mg/kg de peso, via

peroral, hasta el décimo dia.

Concluido el tratamiento, los ratones estuvieron en ayuno por 12

horas.

A tempranas horas, fueron pesados y anestesiados con
pentobarbital; a continuacion, se realiz6 una laparotomia
abdominal para extraer el higado, el cual fue lavado en solucién
isotonica (suero fisioldégico). Del I6bulo mayor se seccioné
aproximadamente 0,3 g de tejido para la preparacion del

homogenizado y 0,3 g para el estudio histoldgico.
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3.8

Determinaciéon de indicadores

3.8.1 Indice hepatico: el tejido hepatico fue pesado en una balanza
analitica para la determinacion del indice hepatico, mediante la

siguiente formula:

IH =W higado x 100 %
w

W: peso del animal

W higado: peso del higado
3.8.2 Estudio Histologico: el tejido se conservé en formol tamponado
(formol 10% / NaCl 0,9%) y enviado al Instituto de Patologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos para ser procesado por
tincibn hematoxilina-eosina. Los aspectos que se exploraron son:
aspectos de los conductos biliares y vasos sanguineos, presencia de
células de Kupffer, citoarquitectura de las columnas de hepatocitos,

aspectos de los nucleos de hepatocitos.

3.8.3 Preparacion del homogenizado: para la preparacion del
homogenizado, se pes6 aproximadamente 0,3 g. de tejido hepatico,
procedente del l6bulo mayor, el cual se homogenizo en &acido
etildiaminotetraacético (EDTA) 0,5 mol/L a 4°C de temperatura. Para

ello, se emple6 un homogenizador de motor.

3.8.4 Determinacion: Glutation (GSH) (método de Sadlak y Lindsay)
(58).

Fundamento: para la determinacion de los GSH se utilizo el acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobezoico (DTNB), el cual reaccion6 dando una
coloracion amarilla. Para eliminar los grupos sulfhidrilos presentes en
las proteinas del tejido se utilizd acido tricloroacético. Para evitar la
activacion de las metaloproteasas se empledé el EDTA, que es un
quelante de cationes divalentes (Ca*?, Zn*2, Mg*?), los cuales son

activadores de estas enzimas.
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Protocolo para GSH reducido: se utilizo 1 mL del homogenizado
anteriormente preparado y se agreg6 0,8 mL agua destilada y 0,4 mL
de acido tricloroacético al 50%. Se agito intermitentemente por 10
minutos y luego se centrifugd a 4 000 RPM por 15 minutos.

Del sobrenadante se separ6 0,5 mL y se adicion6 2 mL de Buffer Tris
0,4 mol/L a pH 8,9 luego se coloco en bafio Maria a 70°C por 10
minutos.

Concluido el tiempo se agregd 0,05 mL de DTNB a 0,01 mol/L,
agitando para mezclar.

Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 412 nm en un
espectrofotometro a 70 °C por 10 minutos.

Se prepard una curva de calibracion de glutatién, con las siguientes
concentraciones: 10; 20; 40; 80; 150 y 200, pmol GSH/mL. Anexo 2

Los resultados fueron hallados por la siguiente formula:

FcxVhxVD xVRX
mg _
GSH =
[ /9] VHD x VSN x W

VHD: Volumen del homogenizado para la precipitaciéon 1mL
VD: Volumen de desproteinizado 2,2mL

Vsn: Volumen del sobrenadante 0,5mL

VRx: Volumen de la reaccion 2,525mL

Vh: Volumen de homogenizado aproximadamente 2,5 mL

W: peso del tejido a homogenizar. Aproxmadamente 0,3 g

Protocolo para GSH total: Del sobrenadante se separ6 0,5 mL y se
adicion6 2 mL de Buffer Tris 0,4 mol/L a pH 8,9 en medio altamente
reducido (vitamina C 0,014 mg con acido glioxilico 0,007 mg para un
volumen de 14 mL de Buffer) luego se coloc6 en bafio Maria a 70°C

por 10 minutos.
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Concluido el tiempo se agregd 0,05 mL de DTNB a 0,01 moliL,
agitando para mezclar.

Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 412 nm.

Se prepar6 una curva de calibracion de glutatién, con las siguientes
concentraciones: 10; 20; 40; 80; 150 y 200, umol GSH/mL. Anexo 3.

Los resultados fueron hallados por la siguiente formula:

FcxVhxVD xVRX
mg _

GSH =

[ /9] VHD x VSN x W

VHD: Volumen del homogenizado para la precipitacion 1mL
VD: Volumen de desproteinizado 2,2mL

Vsn: Volumen del sobrenadante 0,5mL

VRx: Volumen de la reaccion 2,525mL

Vh: Volumen de homogenizado aproximadamente 2,5 mL
W: peso del tejido a homogenizar. Aproxmadamente 0,3 g

3.8.5 Especie reactivas al acido tiobarbiturico. Segun el método de
Buege y Aust. (Buege J 1978). (59)

Fundamento: existe una reaccién de 2 moles de &cido tiobarbittrico
con 1 mol de malonaldialdehido, que es producto de Ia
lipoperoxidacién de los &cidos grasos, dando un color rosado con una

absorcion méaxima a los 532 - 535 nm.

[o]

O S SH
C‘H -‘u\- %,N{_T_..OH OH N”,

d N - »
¢+ 2 "SR
CH 0{: N A
6 s OH OH

Figural: Formacion del complejo malonaldialdehido  (Fuente:
Analytical Methods for Resolving Data from TBA2-MDA Reaction

Mixtures)

Protocolo: Para esta técnica se utilizo el sobrenadante del
homogenizado de higado cuya preparacion se explicO en puntos

anteriores y se le agrego TCA al 20% para desproteinizar.
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En un tubo con tapa se colocé 0,3 mL de homogenizado y 0,6 mL de
acido tricloroacético al 20%; luego, se llevé a bafio Maria hirviendo
por 10 minutos. Concluido el tiempo, se dej6 enfriar y se agrego 0,9
mL de &cido 2-tiobarbitarico al 0,67%/HCI 0,25 N y llevard a bafio
Maria por 20 minutos. Finalmente, se centrifugé a 4000 nm por 15

minutos y se leyo a 535 nm.

Los calculos de concentracion se determinaron mediante la férmula:

ABS(MP — Bl) x Vg, x VH x 10

[TBARS nmol/mL] = exlxVaxW

Vrx: VOlumen de la reaccién 1,8 mL

€: Coeficiente de extincién molar 1,56 x 10°> M-icm-1
V: volumen del homogenizado para reaccion 0,3 mL
I: longitud e la cubeta 1 cm.

VH: volumen del homogenizado 5 mL

W: peso del tejido para el homogenizado, aproximadamente 0,5g.

3.9 Validez y confiabilidad del instrumento

El presente estudio no utilizé cuestionario o instrumentos que requieran

validacion.
3.10 Limitaciones

- Postergacion de la compra de ratones debido a que no alcanzaron
la madurez requerida segun lo establecido en la investigacion. Sin
embargo, se logré adquirir la muestra.

- El presente estudio es pre clinico (escala animal) y los resultados no

deben extrapolar a humanos, sin embargo nos dan fuertes indicios.
3.11 Plan de analisis (procesamiento de datos)

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico STATA (version
13.0).
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A) Andlisis descriptivo

Se represento la cantidad de animales por grupo por medio de frecuencias
absolutas. Las variables cuantitativas fueron ordenadas y analizadas como

media + desviacion estandar (DE).
B) Andlisis inferencial

A continuacion, para la estadistica inferencial se realiz6 la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk para las variables cuantitativas; las cuales
presentaron normalidad (p>0,05). Segun este resultado se decidio aplicar

pruebas paramétricas para la comparacion de promedios o medias.

Se aplicé la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) para la comparacion
de promedios entre grupos de tratamiento. Si el valor-p en la prueba de
ANOVA resulto significativo, la diferencia entre los pares de medias fue
determinada con la prueba de Bonferroni. Cuando las variables no fueron
homogéneas se determind la diferencia entre grupos utilizando la prueba
de kruskal Wallis.

Los valores con P<0,05; fueron considerados estadisticamente

significativos.

Para la representacién de diferencia entre los grupos de tratamiento se

realizaron graficos de barras.
3.12 Aspectos éticos

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad
Catolica Sedes Sapientiae el 21 de diciembre del 2015. Anexo 4.

La investigacién se llevd a cabo por personas con la debida preparacion
cientifica, en cumplimiento con las normas de las 3 Rs de Russel. En el
reducir se considero trabajar con la menor cantidad de ratones obteniendo
niveles comparables de informacion. Refinar, se empled la técnica de

eutanasia con la finalidad de proporcionar el menor sufrimiento posible a
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los animales, los integrantes de la tesis estuvieron con previo

entrenamiento en las diferentes técnicas empleadas en el estudio. (60)

Los animales utilizados en el estudio fueron manipulados segun las normas
de ética de experimentacién animal citadas en la Guia de manejo y cuidado

de animales de laboratorio: ratones - INS, Lima 2008. Anexo 5.
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CAPITULO IV: RESULTADOS DE LA INVESTIGACION
4.1 Datos generales

Los ratones consumieron en promedio 2 — 3 g de alimento al dia lo cual
permitid la ganancia de peso promedio de 27,71 + 2,63 g durante todo el

tratamiento. Anexo 6
4.2 Del andlisis estadistico

Los indicadores TBARS, indice hepatico, GSH reducido y total presentaron
p>0,05 para la prueba de Shapiro-Wilk, los cuales fueron sometido a la
prueba ANOVA, donde resulté p>0,05; por tanto, se sometio a la prueba de
comparacion de medias entre los grupos determinas con la prueba de

Bonferroni.

La relacion de GSH/GSSG presentd un p<0,05 para Shapiro-Wilk, lo cual
luego fue sometido a la prueba de Kruskal Wallis.

4.3 Niveles de lipoperoxidacion en tejido hepatico (TBARS)

Se observd que el grupo Il presentdé una mayor concentracion de

lipoperoxidacion expresado en TBARS comparado con el grupo | (p<0,05).

El tratamiento con silimarina + paracetamol (grupo IIl) presenté una
inhibicion de 14,27% de los niveles de TBARS respecto al grupo Il, sin llegar

a ser significativo.

Respecto al grupo que recibio el zumo 5 mL/kg + paracetamol (grupo 1V)
presentd un menor porcentaje (20,56 %) de TBARS respecto al grupo I,
siendo significativo (p<0,05), que incluso presentdé menor nivel de TBARS

respecto al grupo V (zumo 10 mL/kg + paracetamol) (p<0,01).
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Tabla 1: Promedio lipoperoxidacion en tejido hepético por grupo de

tratamiento

TBARS* % de
nmol/g inhibicién
Grupo | 27,19 £ 1,69° -
Grupo Il 32,24 + 1,57 --
Grupo llI 27,64 + 4,03° 14,27
Grupo IV 25,61 +4,36°° 20,56
Grupo V 32,88 + 1,89 -1,99

* Shaprio Will p>0,05. Media +DE

(a) comparado con grupo Il p<0,05
(b) comparado con grupo V p<0,05
(c) comparado con grupo V p<0,01

4.4 GSH reducido, total y relacion GSH/GSSG

El tratamiento con paracetamol (grupo II) increment6 los niveles de GSH
reducido, sin embargo, no se observo esta tendencia en GSH total, siendo
estas variaciones no significativas con el grupo |. También se observé que

la relaciéon GSH/GSSG fue mayor, sin llegar a ser significativo.

El grupo que recibié el tratamiento con silimarina + paracetamol (grupo IlI)
presenté los niveles méas altos de GSH reducido (15,56 %), sin embargo,
no expresd porcentaje de incremento en GSH total, siendo estas
variaciones no significativas con el grupo I. Asi mismo se observé que la

relacion GSH/GSSG fue mayor sin llegar a ser significativo.

Con respecto al grupo que recibié el zumo 5 mL/kg + paracetamol (grupo
IV) expresé mayor nivel de GSH reducido (38,64%), comparado al grupo |
(p<0,05). De la misma forma se observé esta tendencia en GSH total,
siendo estas variaciones no significativas con el grupo I. También aumento

la relacion GSH/GSSG sin llegar a ser significativo.

El grupo que recibié el zumo 10 mL/kg + paracetamol (grupo V) incrementé
los niveles de GSH reducido, sin embargo, no se observé esta tendencia

en GSH total, siendo estas variaciones no significativas con el grupo 1. Sin
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embargo, se observo que la relacion GSH/GSSG expres6 un incremento

del 439,29% que son significativos con respecto a los demas grupos

(p<0,01).

Tabla 2: Niveles de GSH reducido y total en tejido hepatico en los grupos

de tratamiento

GSH reducido* GSH total* Relacion**
mg/g incz)n?snto mg/g inc:)/é)n?snto GSH/GSSG inc(r)/eon?gnto
Grupo | 29,17 5,54 - 50,17 + 9,01 - 1,40 = 0,08° -
Grupo Il 31,36 £ 2,51 7,51 46,35 + 3,01 -7,61 2,00+ 0,41° 42,86
Grupo Il 33,71+5,98 15,56 50,10 + 10,38 -0,14 2,05 +0,33° 46,43
Grupo IV 40,44 *10,63° 38,64 61,00 £19,67 21,59 1,99 + 1,16° 42,14
Grupo V 30,52 + 6,28 4,63 34,78 + 7,68° -30,68 7,55+ 1,90 439,29

* Shapirol p>0,05. MEDIA + DE

** Shapiro ~Will p<0,05. MEDIANA +DE
(a) comparado con grupo | p<0,05

(b) comparado con grupo IV p<0,01

(c) comparado con grupo V p<0,01

4.5 indice hepético (IH)

Se observé que el tratamiento con paracetamol (grupo Il) incrementé la

masa de higado sin llegar a ser significativo (p>0,05). El tratamiento con

Silimarina + paracetamol (grupo Ill) expresé incremento en el porcentaje

del higado que fue incluso mayor que el grupo Il, sin llegar a ser significativo

(p>0,05). El tratamiento con el zumo a diferentes dosis expreso (grupo IV'y

grupo V) un menor indice hepatico que inclusive llega a los niveles del

grupo |, sin embargo, no presenta significancia. (p>0,05) (Tabla 3)

Gian Franco Hilario Flores — Pilar Jazmin Mejia Angulo

26



Efecto hepatoprotector del zumo de cogollo de Cynara scolymus (corazén de alcachofa)
en ratones sometidos a intoxicacién por paracetamol

Tabla 3: promedio de indice hepatico e incremento de tejido

(hepatomegalia)

Variable indice % de
Hepéatico incremento
Grupo | 5,66 + 0,67 -
Grupo Il 5,85+ 0,63 3,36
Grupo Il 6,16 + 0,56 8,83
Grupo IV 5,75+ 0,47 1,60
Grupo V 5,65+ 0,58 -0,18

Shapirol p>0,05. MEDIA + DE

4.6 Histoldgico. Anexo 7

Grupo I: Los cortes histologicos presentaron discreto desorden estructural,
de las columnas de hepatocitos, los vasos sanguineos (venas y arterias)

con apariencia normal y algunas células picnoticas.

Grupo IlI: present6é una estructura completamente alterada, formacion de
microabscesos, aumento de células de Kupffer, apoptosis en hepatocitos,
ademas nucleos pulvurulentos y goticulas citoplasmaticas, congestidon

parenquimal, hepatitis toxica.

Grupo llI: present6 estructura alterada, hepatocitos con nucleos pignéticos,

citoplasma corpurulento, no aumento de células Kupffer; zona de edema.

Grupo IV: se observo microabscesos, edema de hepatocitos, sinusoides

correctas, gran cantidad de goticulas en el citoplasma y células en mitosis.

Grupo V: desorden estructural, existen columnas de hepatocitos
irregulares, muy pocas microvesiculas, gran cantidad de nucleos pignoticos

y congestion intraparenquimal; intoxicacion.
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CAPITULO V: INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LA
INVESTIGACION

5.1 Discusioén de resultados

Actualmente se evidencia que la hepatitis medicamentosa es un problema
de salud a nivel mundial, provocando el 10% de muertes por dafio
hepatico agudo a consecuencia de algun farmaco (1). En nuestro pais, las
enfermedades hepéticas cronicas generan un elevado costo en el

tratamiento y ocupa el 9"° lugar entre las causas de mortalidad. (MINSA).

Las investigaciones en nuestro medio, referente al uso y efecto de plantas
y/o alimentos con potencial funcional han aumentado con el fin de confirmar
posibles beneficios naturales, que sirvan de coadyuvante al tratamiento

convencional y/o preventivo (8,9).

En el estudio realizado se evidencié que el tratamiento con paracetamol a
la dosis de 300 mg/kg (grupo Il) presenté una disminucion de GSH total,
incremento de GSH reducido, indice hepético, TBARS y la relacion
GSH/GSSG. A nivel histologico se observo estructura completamente
alterada con aumento de las células de Kupffer, teniendo como diagnéstico
final hepatitis toxica. Estos hallazgos estan relacionados al efecto toxico del

paracetamol al metabolizarse en el higado.

El paracetamol es un farmaco que en condiciones normales se metaboliza
en el higado, donde se conjuga con glucoronato en un 60% Yy sulfato en un
35%, del porcentaje restante, una fraccion es metabolizada por el citocromo
P450 (CYP2e), formando N acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), un
metabolito potencialmente toxico, que mediante conjugacion con el
glutation (GSH) y otros grupos sulfhidrilos es excretado por las vias

urinarias. En una intoxicacion por paracetamol se incrementa la produccion
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de este metabolito agotando las reservas hepaticas de GSH (61, 62, 63).
Esto puede estar relacionado con la disminucion de GSH total observado

en el grupo Il de nuestro estudio.

El NAPQI se une a las macromoléculas produciendo radicales libres de
oxigeno (ROS), oxidando a los acidos grasos poliinsaturados de la
membrana de los hepatocitos, generando de esta manera la

lipoperoxidacioén, tal como se observa en el grupo Il de nuestro estudio (40).

Frente a los ROS, el mecanismo antioxidante mas importante en el higado
es el GSH. El incremento de GSH hepético se relaciona con la funcion de
este drgano en la detoxificacion y eliminacion de compuestos xenobioéticos
(64). Esto podria explicar el incremento en los niveles de GSH reducido en
el grupo Il. La concentracion de GSH como la relacion molar GSH/GSSG
contribuye a mantener el balance redox dentro de la célula. Este equilibrio
redox regula diversos procesos metabdlicos intracelulares como la
actividad enzimatica, el transporte celular, transduccidén de sefales y la
expresion génica por lo cual, se podria explicar el leve incremento de la
relacion GSH/GSSG en dicho grupo (65, 66, 67).

Por otro lado, se activan las células de Kupffer con la finalidad de eliminar
mediante fagocitosis todo tipo de particulas extrafias, innecesarias o
alteradas de la circulacion sanguinea, produciendo una intensa inflamacion
como respuesta al tejido lesionado, el cual conduce a un proceso de lesién
hepatica como se observa en los cortes histolégicos del grupo 11 (68).

La toxicidad por paracetamol también fue descrita en otros estudios,
Troncoso 2007 a dosis de 200 mg/kg de paracetamol en ratas, observo
signos de necrosis severa hepatocelular y la elevacion de niveles de
TBARS (18). También en el 2007 Deepak K. Dash observo un incremento
en los niveles de lipoperoxidacion expresada en malondialdehido (MDA) en
el grupo al cual se administr6 paracetamol a dosis de 750 mg/kg (dosis
anica) en ratas, comparado con el grupo control (69). Huaman y col. 2013
(19) y Caballero 2015 (20) reportaron similares resultados de elevacion de

TBARS a una dosis de 400 mg/kg de paracetamol, en ratas. Igualmente se
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reflejo el estrés oxidativo medido en MDA por El Morsy E. 2015, donde el

tratamiento con paracetamol fue de 2 g/kg (dosis oral Unica) en ratas (17).

Los resultados obtenidos en el tratamiento con silimarina 70 mg/kg +
paracetamol (grupo lll) presentaron una disminucién de TBARS y GSH
total; incremento de GSH reducido, indice hepéatico y la relacion
GSH/GSSG. A nivel histologico se observo estructura alterada, hepatocitos
con ndcleos pignoticos, citoplasma corpurulento, no se observéo aumento
de células Kupffer, lo que determind una posible proteccion al dafio
hepatico. Estos resultados estan relacionados a la capacidad de la
silimarina para contrarrestar la hepatotoxicidad de varios agentes debido a
gue actia como antioxidante y regulador del contenido intracelular de
glutation (70).

El efecto encontrado se produce porque los flavonoides se unen a los
receptores de la membrana del hepatocito, neutralizando las sustancias
toxicas, produciendo un efecto estabilizador, evitando que los radicales
libres oxiden los acidos grasos poliinsaturados de la membrana. Tal como
se observd a nivel histologico, el cual presenté proteccion frente al dafio
hepatico a nivel estructural. Asi mismo la silimarina estimula la
regeneracion de GSH reducido, también estimula el metabolismo de las
células hepaticas, induciendo que los hepatocitos inicien procesos

mitoticos como se observé en el grupo 1l del trabajo de investigacion(71).

Estos resultados también fueron evidenciados por Sathya et al 2013, donde
el tratamiento con silimarina 100 mg/kg + paracetamol en ratones, encontrd
una normoarquitectura e inflamaciéon leve, indicando una renegacion
celular, también observé un incremento de los niveles de GSH reducido
(22). Asi mismo Arumugam et al 2015 mostré que el tratamiento con
silimarina indujo a una recuperacion del dafio hepatico causado por
paracetamol en ratones, tal como se observo en los hepatocitos normales

con nucleos definidos y un incremento de los niveles de GSH reducido (23).

Sin embargo, en el estudio del grupo lll no se aprecido una reduccion

significativa de TBARS, que puede ser explicado por la sobreproduccion de
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radicales libres que no pudo ser controlado por los mecanismos celulares.
Caballero 2015 utilizé una dosis mayor de silimarina, 100 mg/kg,
expresando niveles bajos de TBARS, comparado con el grupo control,

incluso alcanzaron los niveles del grupo sin tratamiento (20).

Se observo que el zumo de alcachofa (5 mL/kg) presentd una disminucién
de TBARS; incremento de GSH reducido, GSH total, relacion red/oxi e
indice hepatico. A nivel histolégico se observd microabscesos, edema de
hepatocitos, sinusoides correctas, gran cantidad de goticulas en el
citoplasma, células en mitosis, lo que explica una posible proteccién al dafio
hepético. Los resultados obtenidos pueden explicarse por los componentes
fitoquimicos que presenta la Cynara scolymus L. (alcachofa).

El contenido exacto de polifenoles varia mucho en funcién del método de
extraccion (72). Garcia 2008 destaca que los antioxidantes y
antiinflamatorios de la alcachofa son el &cido clorogénico y el flavonoide

cinarosida (73).

Lattanzio et al 2012, observé que el acido 5-O-caffeoylquinic (acido
clorogénico) es el polifenol mas abundante (39%) (14), no obstante, Pereira
2015, determiné que el flavonoide mas abundante de Cynara scolymus es
la luteolina-7-O-glucurénido (Cinarosida) (15). Estas sustancias fendlicas
tienen una importante actividad en la eliminacién contra los ROS y los
radicales libres, ademas funcionan como un escudo contra el dafio
oxidativo a las moléculas, como proteinas, lipidos y ADN lo cual podria
estar relacionado a la disminucién de TBARS y a la posible proteccion

frente al dafio observado en los cortes histolégicos de grupo IV (74).

Asi mismo el GSH participa en la detoxificacion de los ROS,
proporcionando un electron para la reduccion de peréxidos en la reaccion
catalizada por la glutation peroxidasa (GPx). El producto final de la
oxidacion de GSH es glutation oxidado (GSSG), que es regenerado por la
glutation reductasa (GR), esta enzima transfiere electrones del NADPH al
GSSG, reduciendo esta molécula. Durante las reacciones catalizadas por

la GPx vy la GR el glutation no es consumido, pero es reciclado y asi puede
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de nuevo ser utilizado cuando se requiera (75). En el presente estudio el
zumo podria estar contribuyendo a la regeneracion del GSH reducido como

se aprecia en dicho grupo.

En condiciones de estrés oxidativo severo, la habilidad de la célula para
reducir GSSG a GSH se encuentra superada, tendiendo entonces a la
acumulacion de GSSG. Para evitar un cambio en el equilibrio redox
intracelular, GSSG es activamente transportado fuera de la célula o bien
reacciona con los sulfidrilos de las proteinas para formar disulfuros mixtos
(PSSH) (76). Por lo cual se podria asociar a que el zumo contribuiria al
incremento en la relacion GSH/GSSG encontrado en el grupo V.

Estos efectos beneficiosos también se evidenciaron por Colak et al 2015,
donde se utilizd el extracto de hojas de Cynara scolymus (alcachofa) en
ratas, en un modelo de intoxicacion por tetracloruro de carbono (CClas),
observandose que disminuyeron los niveles MDA en tejido hepatico.
También se evidencié reduccién de estos dafios a nivel histolédgicos,
mostrando una leve dilatacion sinusoidal y congestion. Atribuyendo dichos
resultados a los acidos fendlicos por poseer una buena actividad
antioxidante contra peroxilo y radicales hidroxilos; y a los flavonoides que
actian como donantes de hidrégeno y quelantes de iones metalicos (16,
18).

En el mismo afio, en Egipto, El Morsy E. Demostré el efecto hepatoprotector
del extracto acuoso de hoja de alcachofa, frente al paracetamol (2 g/kg
dosis oral Unica), y lo relacioné con los antioxidantes y un mecanismo anti-
apoptéticos. Evidenciado en biomarcadores de estrés oxidativo
malondialdehido, la actividad de la superdxido dismutasa (SOD), Oxido
nitrico (NO) glutation reducido (GSH), glutation reductasa (GR) y
glutatation—S-transferasa (GST) (17).

La administracién de la dosis mas alta del zumo de alcachofa (10 mL/kg)
presentd una disminucion de GSH total e indice hepatico; increment6 los
niveles de TBARS, GSH reducido y la relacion GSH/GSSG. A nivel
histologico se observé desorden estructural, columnas de hepatocitos
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irregulares, muy pocas microvesiculas, gran cantidad de nucleos pignoticos

y congestion intraparenquimal, intoxicacion, por lo que presentaria menos

eficiencia frente al dafo.

Se puede relacionar que el grupo con la dosis més alta fue capaz de
presentar regeneracion de GSH, corroborado en los resultados de la
relacion GSH/GSSG comparado al grupo que recibié la menor dosis. Sin
embargo, esta concentracion de GSH sigue siendo inferior al grupo de
menor dosis. Los niveles de GSH disminuidos también participan en la
iniciacion del proceso de apoptosis y la disminucién drastica de los niveles
de GSH especialmente a nivel mitocondrial, llevan a la disfuncién
mitocondrial y sobreviene la muerte celular (77). Por lo tanto, la
disponibilidad de glutation, especialmente de la forma reducida (GSH),
puede ser un factor relacionado para el mantenimiento de la funcion celular
(78). Esto se explicaria a que la dosis alta no control6 el estrés oxidativo,

reflejado en la prueba de TBARS y los cortes histoldgicos.
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5.2 Conclusiones

El zumo de cogollo de Cynara scolymus “corazon de alcachofa” a la dosis

de 5 mL/kg expreso un efecto hepatoprotector a nivel histologico

El zumo de cogollo de Cynara scolymus “corazén de alcachofa” a diferentes
dosis estimulé la hepatoproteccion en los indicadores bioquimicos

empleados en el estudio.

La administracion del zumo de cogollo de Cynara scolymus “corazén de
alcachofa” present6 efecto hepatoprotector frente al paracetamol, a dosis
toxicas en ratones, bajo las condiciones del estudio.

5.3 Recomendaciones

-Determinar la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx para evaluar
otros mecanismos de proteccién hepética.

-Evaluar si el zumo presente aspecto toxico por el método de toxicidad

aguda.
-Determinar los componentes fitoquimicos del zumo.

-Determinar la capacidad antioxidante in vitro del zumo.
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ANEXOS

Anexo 1 Dieta balanceada para ratones de la Universidad Nacional

Agraria La Molina

VALOR NUTRICIONAL

E. Metabolizable | (Mcal/kg) 2.9 Caracteristicas
Proteina (% min) 17
— o
Llsmé (% m!n) 0.92 Alimento disefiado para ratones de laboratorio
Met-cist (% min) 0.98 e .,
- (crecimiento/ reproduccion). Favorece el desarrollo de
Grasa (% max) 5 . . .
Caldo (% min) 0.63 una flora intestinal adecuada. Condicién éptima de pH
- - - > - - estomacal. Diametro de pellets 8,0 mm. Longitud de
Fosforo disponible | (% min) 0.37
- - pellets <15 mm
Fibra (% max) 3.5
Humedad (% max) 14
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Anexo 2. Curvade calibraciéon de GSH reducido

Cuentas
0.300
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.
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Anexo 3. Curva de calibracién de GSH total

Cuentas
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¥y =0.0008x+0.0005

0.160 RL=0-9986
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Anexo 4. Carta de aprobacién de protocolo de tesis por el comité de

ética en la investigacion de la facultad de ciencias de la salud
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Anexo 5. Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio:

Raton

MINISTERIO DI SALUD
INSTHTUTO NACIONAL DE SALUD

GUIA DE MANEIO Y
CUIDADO DE ANIMALES DE
LABORATORIO: RATON
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Anexo 6. Ganancia de peso promedio por grupo de tratamiento

Peso promedio cada dos dias durante el
tratamiento del grupo |

w

4 5 6 7 8 10

dia de tratamiento

o
[
)
w

Peso promedio cada dos dias durante el
tratamiento del grupo Il

Xs]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 10

dia de tratamiento
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Peso promedio cada dos dias durante el
tratamiento del grupo Il
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Peso promedio cada dos dias durante el
tratamiento del grupo V
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peso (g)
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Anexo 7. Cortes histolégicos

A.grupo control (I) Zona de edemas (II) ndcleos pulvurulentos B.paracetamol (lIl)
goticulas citoplasmaticas (V) abundantes células de Kupffer C.silimarina (V) nucleos
pignéticos (VI) zona con edema D.zumo 5mL (VII) microabscesos E.zumo 10 mL (VIII)
congestion intrapatrenquimal
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