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RESUMEN

Las enfermedades hepéticas cronicas presentan una alta carga de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial, reportandose que los compuestos bioactivos presentes en las frutas, entre ellos
el taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) poseen efectos protectores contra el estrés
oxidativo. Asi, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la bioactividad
antioxidante y hepatoprotectora, a través de cambios en los marcadores de estrés oxidativo,
niveles de glucosa, proteinas totales, perfil lipidico y el indice hepéatico (hepatomegalia)
como marcador morfoldgico, del zumo del fruto taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson)
en ratas Holtzman inducidas a hepatoxicidad por paracetamol. Para ello, se distribuyeron
aleatoriamente 25 ratas en 5 tratamientos. Con excepcion del tratamiento control, los 4
tratamientos restantes fueron inducidos a hepatoxicidad y durante 11 dias se le administraron
los siguientes tratamientos: 1) paracetamol (300 mg/kg P.V.), 2) silimarina (100 mg/kg P.V.)
+ paracetamol (300 mg/kg P.V.), 3) zumo (1mL/kg P.V.) + paracetamol (300 mg/kg P.V.)
4) zumo (5mL/kg P.V.) + paracetamol (300 mg/kg P.V.). Finalizada la fase experimental,
los animales fueron sacrificados y los resultados obtenidos fueron sometidos a ANOVA bajo
un DCA y la prueba de comparacion de medias se calculé mediante Bonferroni, usando el
software estadistico Minitab 18. Se determin6 que la administracion del zumo del fruto
taperiba disminuyo significativamente (p<0.05) los niveles de lipoperoxidacion (TBARS).
Ademas, el zumo del fruto logré aumentar los niveles de HDL-c. Asimismo, el zumo del
fruto logré disminuir significativamente (p<0.05) el indice hepético. En conclusion, el zumo
del fruto taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) disminuyd los niveles de
lipoperoxidacion en tejido hepatico. Asimismo, logré disminuir el indice hepético en ratas

Holtzman inducidas a hepatoxicidad por paracetamol.

Palabras clave: taperiba, actividad antioxidante, proteccion hepatica



ABSTRACT

Chronic liver diseases are a high burden of morbidity and mortality worldwide, reporting
that the bioactive compounds present in fruits, including taperiba (Spondias dulcis Sol. ex
Parkinson) have protective effects against oxidative stress. Thus, the objective of the present
investigation was to evaluate the antioxidant and hepatoprotective bioactivity, through
changes in the oxidative stress markers, glucose levels, total proteins, lipid profile and the
hepatic index (hepatomegaly) as morphological marker, of taperiba fruit juice (Spondias
dulcis Sol. ex Parkinson) in Holtzman rats induced to paracetamol hepatoxicity. For this, 25
rats were randomly distributed in 5 treatments. With the exception of the control treatment,
the remaining 4 treatments were induced to hepatoxicity and for 11 days the following
treatments were administered: 1) paracetamol (300 mg/kg L.W.), 2) silymarin (100 mg/kg
L.W.) + paracetamol (300 mg/kg L.W.), 3) juice (ImL/kg L.W.) + paracetamol (300 mg/kg
L.W.) 4) juice (5 mL/kg L.W.) + paracetamol (300 mg/kg L.W.). After the experimental
phase, the animals were sacrificed and the results obtained were subjected to ANOVA under
a DCA and the means comparison test was calculated using Bonferroni, using the statistical
software Minitab 18. It was determined that the administration of taperiba fruit juice
decreased significantly (p <0.05) lipoperoxidation levels (TBARS). In addition, the fruit
juice managed to increase HDL-c levels. Likewise, the fruit juice managed to significantly
decrease (p <0.05) the liver index. In conclusion, the juice of the fruit taperiba (Spondias
dulcis Sol. ex Parkinson) decreased the levels of lipoperoxidation in liver tissue. Likewise,
it was able to decrease the hepatic index in Holtzman rats induced to paracetamol

hepatoxicity.

Keywords: taperiba, antioxidant activity, liver protection



I. INTRODUCCION

El taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) es una fruta que crece en la Amazonia
Peruana, usada por sus pobladores como un fruto comestible y nutritivo. Ademas, el
agradable sabor y olor de esta fruta hace que sea consumido asiduamente por éstos.
Asimismo, se ha comprobado que el fruto taperiba; ademas de poseer una rica composicion
nutricional, posee diversos compuestos bioactivos tales como &cido ascorbico, compuestos

fenélicos, flavonoides, carotenoides, taninos, etc.

La produccion de los radicales libres ocurre como un subproducto normal del metabolismo
oxidativo celular del organismo y son neutralizados de forma natural por las defensas
antioxidantes del cuerpo. Sin embargo, la ingestion de alimentos, toxicos, medicamentos y
otros agentes pueden provocar una sobreproduccion de radicales libres, dando lugar a un
desequilibrio entre sustancias prooxidantes y los mecanismos antioxidantes, Ilamado estrés
oxidativo. Por lo tanto, el establecimiento del estrés oxidativo afecta a una amplia variedad
de funciones fisioldgicas y participa en el desarrollo de enfermedades o procesos patologicos
tales como el envejecimiento, cancer, cirrosis, ateroesclerosis, etc. Todo esto ha ocasionado
un creciente interés por el estudio de plantas y alimentos con propiedades antioxidantes, con
la finalidad de demostrar que ciertos compuestos bioactivos poseen un efecto beneficioso
para la salud, especialmente un efecto hepatoprotector, como ya lo reportaron estudios

anteriores, en las hojas de achiote, boldo, yacén, alcachofa, perejil y diversas frutas.

Las enfermedades hepaticas cronicas (EHC) constituyen una de las causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, siendo la causa mas comun de enfermedad hepatica el higado
graso no alcoholico (EHGNA) y la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), caracterizadas
por la acumulacién de grasa en el higado, inflamacion y lesidn de las células hepaticas. En
el Perq, las enfermedades hepaticas cronicas ocupan el quinto lugar entre las causas de
mortalidad y el segundo lugar entre las enfermedades digestivas y hepatobiliares. La
poblacién de nuestro pais cada vez mas hace uso de gran variedad de plantas con propiedades

preventivas Y curativas, buscando solucionar sus problemas de salud y alimentacién. Por



otro lado, los medicamentos tales como el paracetamol y otros, administrados a dosis
superiores de las permitidas o por prologado tiempo podria generar dafio hepatico como

efecto secundario en el organismo.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la bioactividad antioxidante y
hepatoprotectora, a través de cambios en los marcadores de estrés oxidativo, niveles de
glucosa, proteinas totales, perfil lipidico e indice hepatico (hepatomegalia) como marcador
morfologico, tras la administracion del zumo de taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson)
en ratas Holtzman con hepatoxicidad inducida por paracetamol, con lo que se pretende
demostrar la potencialidad de esta fruta en el campo de la prevencion de enfermedades y

garantizar un consumo seguro y eficaz.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1.Generalidades del Taperiba
2.1.1. Origen y distribucion

El taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) es una fruta exotica que tiene su origen en la
isla del Pacifico en la regidn Indo-Malaya de Tabhiti, y se encuentra en toda Asia, Australia,
América Central y del Sur, el Caribe y partes de Africa (Bartoo y Badrie 2005, Lira et al.
2014). Regionalmente conocido también como tapisho, abunda mucho en la Amazonia
peruana. (Brako y Zarucchi 1993). De igual forma, esta fruta se encuentra dispersa en casi
todos los territorios, encontrado en el semiarido, subhimedo y region semihumeda del
noreste de Brasil (Lorenzi et al. 2006, Janick y Paull 2008). Asimismo, tiene otros nombres
tales como mango ciruelo en el norte del Perd, caja-mangueira, tapereba-dosertdo y
cajaraneira en Brasil; ademas de recibir otras denominaciones como jobo de la india, golden-

apple, ambarella, jew-plum, etc (Frankin et al. 2005, Daulmerie 1994).

2.1.2. Clasificacion taxonémica
Segun Cronquist (1988), el taperiba tiene la siguiente posicion taxondémica:

Division  : Magnoliophyta

Clase . Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden . Sapindales
Familia : Anacardiaceae
Género  : Spondias

Especie  : Spondias dulcis Sol. ex Parkinson



2.1.3. Caracteristicas agronémicas

El fruto se clasifica como drupa elipsoide de unos 6-8 cm de longitud y 4-6 cm de ancho,
sus hojas son olorosas al estrujar y estdn compuestas con muchos foliolos, el arbol es de 20-
50 cm de didmetro y 6-18 m de altura total, con fuste recto o irregular. En su estado de plena
madurez, la superficie es de color amarillo intenso a anaranjado con lenticelas blanquecinas
y manchas pardas, la pulpa carnosa y suculenta, color crema a blanquecino, entremezclada
con fibras del endocarpio que es delgado, fibroso a espinoso. El endocarpio llamado "piedra”
es grande, blanco, y dotado de fibras rigidas y espinescentes que se sumergen parcialmente
en la pulpa. Asimismo, presenta sabor agridulce y acido similar a la pifia 0 al mango cuando

el fruto estd maduro (Lorenzi et al. 2006, Moura et al. 2013).

Esta planta es cultivada en ambitos con pluviosidad elevada y constante, pero también en
zonas con una estacion seca marcada, en suelos de textura y acidez variables, con buena
fertilidad y buen drenaje. La fructificacion se realiza durante la estacion de lluvias, entre
diciembre — marzo y a partir de abril los frutos maduros caen. En la silvicultura, se emplea
como semilla, la pepa lefiosa (endocarpio) del fruto, en cuyo interior se hallan incrustadas
las semillas, las cuales para no dafiarlas se emplea el endocarpio completo que contiene
normalmente cinco semillas, como unidad de propagacién. La propagacion por semillas
(sexual) es exitosa en esta especie. En vivero, las plantulas alcanzan 30 cm de altura a los
230 dias aproximadamente (Reynel et al. 2003). Por otra parte, los frutos almacenados en
condiciones ambientales requieren una maduracion de 6 a 9 dias desde la etapa verde madura
hasta la etapa de plena madurez amarillo dorado en comparacion con el almacenamiento en
condiciones refrigeradas, donde se necesitan 6-10 dias adicionales para lograr el mismo
objetivo (Mohammed et al. 2017).

De acuerdo a la Direccion General de Evaluacién y Seguimiento de Politicas - Direccion de
Estadistica Agraria del Ministerio de Agricultura y Riego, la produccion del taperibaen TM
fue 7 655, 5 227, 6 477, 6 139, 4 356, 4 070 y 4 424 durante los afios 2011, 2012, 2013,
2014, 2015, 2016 y 2017 respectivamente (INEI 2018). Asimismo, las principales zonas de
produccién son Ucayali, Loreto, Huanuco y Piura (MINAGRI 2018).



2.1.4. Composicién nutricional

Segun la Tabla Peruana de Composicién de Alimentos (2017), la composicion de 100 g de
parte comestible del fruto presenta los siguientes valores: energia 56 kcal, agua 84,5 g,
proteina 0,6 g, grasa 0,3 g, carbohidratos 14,2 g, fibra 0,6 g y acido ascorbico 5,9 mg. Por
otro lado, Donadio et al. (2000) indicaron que la pulpa de taperiba o cajd-manga esta
compuesta por 72.6-78% de humedad, 0.35-0.53% de grasa, 0.25-1.2% de proteinas, 0.7%
de cenizas, 17.8% de carbohidratos, 1.5% de fibra y 1.2% de pectina. Asimismo, Lago-
Vanzela et al. (2011) determinaron la composicion quimica del fruto taperiba proveniente
del estado de Sao Paulo en Brasil, donde encontraron valores promedios de 82,80% de
humedad, 0,23% de grasa, 1,01% de proteinas, 0,39% de cenizas, 14,19% de carbohidratos,
1,40% de fibra dietaria total y 0,53% de pectina y la composicion quimica de la piel o cascara
presento valores promedio de 73,74% de humedad, 0,85 % de grasa, 1,47% de proteinas,
0,98% de cenizas, 21,47% de carbohidratos, 1,70% de fibra dietaria total y 2,49 % de pectina.

Un estudio realizado por Tiburski et al. (2011) reportaron altos valores de potasio, fésforo y
magnesio en comparacion con otras frutas (288.276 mg / 100 g, 32.849 mg / 100 g y 15.095
mg / 100 g, respectivamente). Ademas, reportaron valores de 5.551 mg / 100 g de sodio,
11.038 mg / 100 g de calcio, 0.025 mg / 100 g de manganeso 0.327 mg / 100 g de hierro,
0.118 mg/100g de cobre, 0,394 mg/ 100 g de aluminio y 0,069 mg/ 100 g de bario;
asimismo, indicaron valores de 83,66 ¢/100 g de humedad, 0,62 ¢g/100 g de grasa,
1,06 g/100g de proteina, 0,76 g/100 g de ceniza, 13,90 g/100 g de carbohidratos, 1,87 g/100
g de fibra y 65,42 Kcal/100 g de energia para la pulpa congelada.

2.1.5. Caracteristicas fisicoquimicas

Neto y De Melo (2019) realizaron la caracterizacion fisicoquimica del fruto taperiba en
estado de madurez comercial provenientes de diferentes microrregiones del estado de
Paraiba en la Amazonia de Brasil, donde reportaron valores promedios de PH = 2,28, SS (%
solidos solubles) = 14,61 y AT (acidez titulable / % é&cido citrico) = 0,92. Por otro lado,
Lago-Vanzela (2011) reportaron valores promedio de 0,50 % de AT (% &cido citrico) y 3,32
de pH en frutos provenientes del estado de Sao Paulo. Donadio et al. (2000) indicaron

valores de 5,0-13,1% de SS y 9,3% de azUcares reductores.



En otro estudio realizado por Franquin et al. (2005), determinaron la caracterizacion
fisicoquimica de los frutos taperiba maduros de color verde provenientes de las Antillas
Francesas, donde se reportaron valores de 10,0% de SS (% solidos solubles), altos valores
de 1,3 % de AT (% acido citrico) y bajos valores 2,6 de pH comparable al limén. Ademas,
el &cido citrico (0,9%) fue encontrado predominante en la pulpa, seguido del acido malico
(0,2%) y el &cido oxalico (0,03).

Segun Mohammed et al. (2017), las frutas verdes maduras de taperiba tienen un contenido
total de sélidos solubles (TSS) de 4.6-10.9%, acidez titulable total (TTA) de 0.45-1.07% y
TSS/TTA de 7.7-19.1. Por otro lado, las frutas completamente maduras tienen 9-16.3% de
TSS,0.53-1.16% de TTAy 8.7-22.4 TSS: TTA. Asimismo, Tiburski et al. (2011) reportaron
valores promedio de 1,46 % para acidez titulable (% &cido citrico), 2,83 de pH y 14,9% de

solidos solubles (° brix) para la pulpa congelada.

2.1.6. Compuestos bioactivos presentes

El taperiba no solo es rico en nutrientes, sino que ademas tiene un gran contenido de
fitoguimicos, llamados también compuestos bioactivos, que no son nutrientes y confieren un
beneficio a la salud; razon por la cual su consumo es beneficioso para el organismo humano.
En un estudio, Oriondo et al. (2016) evaluaron la capacidad antioxidante de distintos frutos
promisorios amazénicos del PerG frente al jugo de limén, donde determinaron que el zumo
de taperiba presentd un porcentaje de actividad antioxidante mayor (353%) a los otros frutos
caju (107%), cajd (201%), araza (268%) y caimito (302%). Ademas, la capacidad
antioxidante de todos los frutos amazonicos en estudio superé al fruto limén (100%).
Franquin et al. (2005) realizaron la cuantificacién de compuestos antioxidantes de la pulpa
de los frutos verdes de taperiba procedente de Martinica (Antillas Francesas), donde
reportaron altos valores 52,0 mg-100 g de vitamina C comparable a la naranja y valores
349,5 mg Eq 4cido galico-100 g de compuestos fendlicos mas altos que los contenidos en

manzanas y uvas rojas.

Silva et al. (2018) evaluaron el potencial antioxidante del extracto acuoso de taperiba,
conocido también como caja-manga, cuyos resultados reportaron valores promedio de 57.66
mg GAE g "t de compuestos fendlicos totales mayores que los valores encontrados para la

guayaba (10.81 mg GAE g 1), valores promedio de taninos hidrolizables y condensados



(0.07 mg de &cido galico g * y 3.4 catequina mg g 2, respectivamente), valores promedio de
50.92 mg 100 g ! de 4cido ascorbico mayores que los valores hallados para el copoaz(i (7.05
mg 100g * mg), valores de 55,31 mM TE g ! para el ensayo ABTS, valores de IC50 = 36,1
para el ensayo DPPH y 92,0 sulfato ferroso mM g ! para el ensayo FRAP.

Tiburski et al. (2011) reportaron el contenido de compuestos fenoles totales, la actividad
antioxidante y caracterizaron los carotenoides de la pulpa congelada del fruto taperiba, donde
hallaron valores promedio de 17.5 mmol de TEAC g ! de actividad antioxidante superior a
otras frutas tipicas del noreste de Brasil como umbu (1.07 mmol TEAC / g), guandbana
(6.09 mmol TEAC / g), zapote (0.99 mmol TEAC / g), papaya (7.6 mmol TEAC/q) y
pifia (3.78 mmol TEAC / g); 260 mg de acido galico / 100 g de compuestos fenolicos
totales mayor que los valores encontrados en acai (136.8 mg GAE / 100 g), guayaba
(83.1 mg GAE /100 g), fresa (132.1 mg GAE /100 g), pifia (21.7 mg de GAE /100 g),
guanabana (84.3 mg de GAE / 100 g) y granadilla (20.2 mg de GAE / 100 g), asimismo,
cuantificaron 4869,5 pg / 100 g de carotenoides totales e identificaron cinco carotenoides:
B-criptoxantina, luteina, zeinoxantina, a. y B caroteno, siendo la B-criptoxantina la principal
con un 48% del total, razon por la que adjudicaron al alto nivel de actividad pro-vitamina A
(223 RE / 100 g) en la pulpa. Asimismo, indicaron que 100 g de pulpa puede proporcionar

maés del 37% de la cantidad diaria recomendada de vitamina A.

Islam et al. (2013) hallaron valores de 659.74 GAE / g de peso seco de compuestos fendlicos,
225.60 mg equivalentes de quercetina / g de peso seco de flavonoides totales, Cl 50 =1.91 pg
/ ml para el ensayo DPPH, y 118,46 mg equivalentes de GAE / g de peso seco de capacidad
antioxidante total en extracto metanolito del fruto que resulto mayor que el extracto de la
hoja; determinaron los metabolitos secundarios por cribado fitoquimico del extracto crudo,
revelando la presencia de saponinas, esteroides, alcaloides, taninos, flavonoides, terpenoides
y la ausencia de antraquinona y azucares reductores; detectaron las correlaciones mas altas
entre el contenido fendlico total y la actividad antioxidante total para todos los extractos de
fruta; ademas, demostraron actividad antimicrobiana moderada contra las cepas bacterianas

y actividad trombolitica significativa de todos los extractos del fruto.

Por otro lado, Oliveira (2011) identific6 picos relativos al &cido clorogénico y rutina en el
extracto obtenido de la pulpa del fruto de taperiba, confirmando la presencia de compuestos

fenolicos (un acido fendlico y un flavonoide, respectivamente). Asi también, determiné por



cribado fitoquimico la presencia de los metabolitos secundarios flavonoides, taninos y
saponinas y la ausencia de antraquinonas. En otro estudio realizado por Satpathy et al.
(2011), determinaron los compuestos antioxidantes del fruto verde Spondias pinnata K,
donde reportaron los contenidos totales de compuestos fenolicos, flavonoide y flavonol
(210 mg GAE, 28.0 mg CE y 9.97 mg RE respectivamente en 100 mg de extracto de solvente
mixto); asimismo, revelaron la presencia de &cido gélico, acido salicilico, &cido clorogénico,
acido elagico, acido p-cumarico, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico,

quercetina, catequina, miricetina y rutina.

En un estudio realizado en ratas por Brito et al. (2018), determinaron la caracterizacion
fitoquimica y evaluaron la actividad gastroprotectora y curativa del jugo de mombin amarillo
(YMJ) (Spondias mombin L), fruto de la misma familia del taperiba (Spondias), en ratas
Wistar inducidas por etanol y &cido acético; donde reportaron presencia de epicatequina (7.1
+1,6 pg/ml) y quercetina (17.3 + 2.5 pg/ ml) en YMJ; asimismo, indicaron que su actividad

gastroprotectora y de curacion de Ulceras estaria relacionada con su accion antisecretora.

2.2. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies quimicas, neutras o cargadas, cuya capa mas externa
contiene uno o mas electrones desapareados, situacién que le confiere gran inestabilidad
desde el punto de vista cinético y energético, por lo que son altamente reactivos ya que
tienden a captar un electrén de moléculas estables adyacentes con la finalidad de

estabilizarse (Halliwell y Gutterioge 1989, Nimse y Pal 2015).

Asimismo, la bicapa lipidica de las membranas biolégicas macromoleculares, ricas en
acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), son vulnerables al ataque de radicales libres que
traen como consecuencia la peroxidacion lipidica, produciéndose hidroperdxidos que se
transforman en una variedad de productos cuantificables, uno de ellos es el malodialdehido,
éste constituye un indicador directo del dafio celular y de la peroxidacion lipidica (Ayala et
al. 2014, Avello y Suwalsky 2006, Halliwell 1990). Este ataque es generalmente inducido
por un radical hidroxilo que sustrae un hidrégeno a la cadena lateral de un acido graso
formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas que

podria incluso llevar a la muerte de la célula (Halliwell 1990, Avello y Suwalsky 2006).



Entre las especies reactivas de oxigeno (EROs) se encuentran los radicales libres (RL) como
el ion superdxido (O2.-), radical hidroxilo (OH), alcoxilo (ROO.) y 6xido de nitrégeno. Por
otro lado, lo constituyen los no radicales tales como el peroxido de hidrogeno (H20>),
oxigeno singlete (102) y peroxinitrito (ONOO-). Asimismo, Todos estos compuestos son
reactivos solo en presencia de metales de transicion como el Fe o Cu u otros EROS
generando méas RL. Asimismo, segln su toxicidad, las tres especies con mayor capacidad de
difusion son: O2.- < H202 < OH, siendo capaces de reaccionar con moléculas que se
encuentran alejadas del lugar de origen incluso con capacidad de atravesar membranas
celulares. Entre ellos, el radical hidroxilo (OH.), una de las EROs mas reactivas presentes
en el organismo, posee una vida muy corta y su electron desapareado puede reaccionar de
manera inespecifica con casi toda molécula, DNA, proteinas, enzimas, siendo el responsable
de la propagacion del dafio oxidativo entre facciones subcelulares, ya que puede atravesar

membranas celulares y producir reacciones en cadena (San-Miguel y Martin-Gil 2009).

Las reacciones de 6xido reduccién ocurren como parte normal del metabolismo celular, sin
embargo, durante estas reacciones se producen también otras moléculas residuales como los
EROs o radicales libres, cuya produccion es un fenémeno natural y continuo, en un equilibrio
con los sistemas antioxidantes que protegen a las células de nuestro organismo (San-Miguel
y Martin-Gil 2009, Corrales y Ariza 2012). Las propiedades benéficas de las EROs en el
organismo se presentan a bajas concentraciones, siendo parte de diferentes funciones
fisiologicas celulares; asi como defensa contra agentes infecciosos y sistemas de
sefializacion celular (Valko et al. 2007). Por otro lado, se ha reportado la intervencion de los
radicales libres en los mecanismos de inflamacidn, cirrosis, entre otras lesiones del higado,
a través de la peroxidacion lipidica a nivel celular y la disminucion de enzimas antioxidantes
(Rodriguez et al. 2008).

Endogenamente los radicales libres (RL) se pueden generar a través de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial o por las células fagocitarias (neutréfilos, monolitos o
macrofagos), que utilizan el sistema de la NADPH oxidada generando directamente O2.- y
oxido nitrico (NO). La unidn de estos ultimos puede generar peroxinitrito (ONOO-), capaz
de inducir peroxidacion lipidica de las lipoproteinas. La autooxidacion de aminoacidos,
proteinas, lipidos, glucidos y acidos nucleicos, dan lugar también a la formacion de RL
(Lobo et al. 2010).



Otra via se da a través de la activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario celular tales como la hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
monoaminooxidasa, cliclooxigenasa y lipoxigenasa, que originan también RL (Corrales y
Ariza 2012, San-Miguel y Martin-Gil 2009). Por otro lado, los agentes exdgenos tales como
el humo del tabaco, radiacion electromagnética, la luz solar, el ozono, contaminantes del
aire, productos quimicos y ciertos medicamentos que producen RL durante su detoxificacion
por el citocromo p450, agentes contaminantes y aditivos pueden contribuir al incremento de
RL (Lobo et al. 2010, Lachance et al. 2001).

2.3. Compuestos antioxidantes
2.3.2. Aspectos generales

Los antioxidantes presentes a bajas concentraciones, en relacion al sustrato oxidable, son
definidos como sustancias capaces de inhibir dicho sustrato o retardar el estrés oxidativo,
sacrificando su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas (lipidos,
proteinas, ADN, etc) (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez 2018, Avello y Suwalsky 2006). El
oxigeno (O2) es necesario para la produccion de energia y diversas reacciones Redox. Sin
embargo, el exceso de O en las células es nocivo debido a la formacion de especies reactivas
generadas durante su oxidacion. De esta manera, los antioxidantes impiden que otras
moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar e interactuar méas rapido con los radicales libres
del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes
(Venereo 2002).

2.3.3. Clasificacién

De acuerdo a su estructura y funcion bioldgica, los antioxidantes se clasifican en

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos:

A) Antioxidantes enzimaticos

Los antioxidantes enzimaticos se encargan de descomponer y eliminar a los radicales libres
(Quintanar y Calderén 2009). De esta manera, las enzimas antioxidantes convierten
productos oxidativos peligrosos a peréxido de hidrégeno (H 2 O2) y luego al agua, en un
proceso de multiples pasos en presencia de cofactores tales como cobre, zinc, manganeso y
hierro. Estas constituyen la primera linea de defensa celular frente al dafio oxidativo, las

cuales eliminan el Oz~ y el H> Oz (Ighodaro y Akinloye 2018). La actividad de estas enzimas
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debe estar en equilibrio para mantener el equilibrio REDOX intracelular (Sanchez-Valle y
Méndez-Sanchez 2018). Entre ellas tenemos:

e Superdxido dismutasa (SOD):

El superdxido dismutasa es la metaloenzima principal de desintoxicacion, ya que usa como
cofactor un ion metalico, y también es considerado el antioxidante mas poderoso a nivel
celular (Benitez 2006). Cataliza la dismutacion de dos moléculas de anion superdxido (O2:)
en peroxido de hidrogeno (H202), lo que hace que el anion superdxido potencialmente
dafino sea menos peligroso y pueda ser degradado por otras enzimas como la catalasa o el
glutation a peroxidasa. Sobre la base del tipo de ion metélico requerido como cofactor por
SOD, existen varias formas de la enzima, estas se clasifican en tres formas e incluyen: Fe-
SOD encontrado comUnmente en procariotas y cloroplastos de algunas plantas, Mn-SOD
presente en procariotas y mitocondrias de eucariotas y Cu / Zn-SOD en eucariotas, siendo el
ultimo el mas distribuido y localizado en el citosol, pero también es posible encontrarlos en

cloroplastos y peroxisomas (Ighodaro y Akinloye 2018, Borella y Varella 2004).

e Catalasa (CAT):

CAT es una hemoproteina tetramérica y es considerada una enzima antioxidante
ampliamente distribuida en casi todos los tejidos vivos que utilizan oxigeno (Venereo 2002,
San-Miguel y Martin-Gil 2009). Asimismo, esta enzima utiliza hierro 0 manganeso como
cofactor y cataliza la degradacion o reduccion de peroxido de hidrégeno (H202) en agua y
oxigeno, completando el proceso de desintoxicacion iniciado por SOD. La enzima se
encuentra principalmente en los peroxisomas de hepatocitos y eritrocitos, pero ausente en

las mitocondrias de las células de mamiferos (Yu 1994).

Por otra parte, el peroxido de hidrogeno en pequefias cantidades regula algunos procesos
fisiologicos como la sefializacion en la proliferacion celular, muerte celular, metabolismo de
carbohidratos, funcién mitocondrial y activacion plaguetaria y mantenimiento del equilibrio
redox de tiol normal, sin embargo, a altas concentraciones resulta ser perjudicial para las
células. Por lo tanto, la capacidad de CAT es vital en los sistemas biolégicos (Ighodaro y
Akinloye 2018)
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e Glutation peroxidasa (GPx):

GPx, distribuida en el citosol y en las mitocondrias, cataliza la reduccion de lipoperdxidos
(L-OOH) a sus correspondientes alcoholes y del H202 al agua, con ayuda de un sustrato
aceptor de hidrégeno, en este caso el glutatién reducido GSH, que actia como reductor y
que posteriormente es regenerado por el glutation reductasa. Su actividad depende del
selenio como cofactor y esta modulada principalmente por la relacion GSH/GSSG que
responde al “estado redox” celular (San-Miguel y Martin-Gil 2009, Reed y Fariss 1984).
Esta enzima juega un papel importante en la inhibicion del proceso de peroxidacion lipidica
y, por lo tanto, protege a las células del estrés oxidativo. Por otro lado, hay al menos ocho
enzimas GPx en humanos, GPx1-GPx8, siendo la selenoperoxidasa GPx1 la mas abundante

y presente casi en todas las células (Ighodaro y Akinloye 2018, Chaudoére y Ferrari 1999).

B) Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos actdan interrumpiendo las reacciones en cadena de los
radicales libres, los cuales son considerados una segunda linea de defensa que actdan sobre
los EROs (Nimse y Pal 2015, Elejalde 2001). Entre ellos tenemos a los antioxidantes
ex0genos y antioxidantes endégenos:

e Antioxidantes exdgenos

Los antioxidantes exdgenos o nutricionales obtenidos de la dieta, donde varios metales (Cu,
Zn, Se, Mn y Fe) participan como componentes o cofactores de enzimas AOX; al igual que
las vitaminas como el acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, polifenoles, acido folico, los
cuales actian como agentes reductores capaces de neutralizar el potencial oxidativo de los
radicales libres (Fusco et al. 2007, KONIGSBERG 2008, Bonnefoy et al. 2002, Sanchez-
Valle y Méndez-Sanchez 2018). Estos antioxidantes actian como moléculas suicidas, ya que
se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser continua,
mediante la dieta (Venereo 2002).

e Antioxidantes endogenos

Dentro de los antioxidantes enddgenos, el glutation (GSH), tripéptido de gamma-glutamil-
cisteinilglicina es definido como el principal tiol celular no proteico mas abundante y

distribuido, el cual esta presente a nivel celular a altas concentraciones mayormente en su
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forma reducida (GSH). EI GSH puede actuar como antioxidante en reacciones enzimaticas
(sustrato de la glutation peroxidasa) o no enzimaticas protegiendo de la oxidacion a grupos
—SH esenciales de las proteinas, reaccionado con radicales libres o actuando en la
regeneracion de otros antioxidantes como el alfa-tocoferol, o acido ascorbico. De esta forma,
al reaccionar con oxidantes, el GSH se oxida a una molécula toxica, llamada glutation
oxidada (GSSG). Por lo tanto, las células tienden a mantener una razén GSSG/GSH baja
mediante la accion de la enzima glutation reductasa, o exportando activamente el GSSG al

exterior celular (San-Miguel y Martin-Gil 2009, Corrales y Ariza 2012).

2.3.4. Mecanismo de accion

Los antioxidantes de tipo no enzimaticos son un conjunto de moléculas tanto hidr6fobas
como hidrofilicas que tienen como funcion; capturar RL y generar moléculas menos nocivas
para la célula, mediante la adicion de un electron al RL con el objetivo de estabilizarlo
(Corrales y Ariza 2012). Dentro de ellas, tenemos a la vitamina C o &cido ascérbico presente
a nivel intra y extracelular en la forma de ascorbato, actda directamente sobre los radicales
superdxidos, hidroxilo y algunos hidroperdxidos lipidicos, ademas de actuar sobre el

tocoferoxilo, transformandolo a vitamina E (Bandyopadhyay et al. 1999).

Los carotenoides y la vitamina E son los antioxidantes principales de las membranas
bioldgicas, y en los animales se obtienen también a partir de la dieta. Tiene una gran
capacidad para dar lugar a reacciones de extincion como la del oxigeno singlete y también
puede interaccionar con RL a presiones parciales bajas de oxigeno como las existentes en
los tejidos. La vitamina E o alfa-tocoferol esta considerada como el principal antioxidante
secuestrador de radicales lipofilicos in vivo. Su actividad antioxidante se debe al carécter
reductor del grupo hidroxilo de su anillo cromanol. Asimismo, previenen el dafio oxidativo
a las membranas, impidiendo las reacciones de propagacion, que es la principal causante de
la peroxidacion lipidica, amortigua los efectos prooxidantes del i6n superéxido, modula la
cascada metabdlica del &cido araquidonico y control la fluidez de la membrana, ordenando
su estructura (San-Miguel y Martin-Gil 2009, Nimse y Pal 2015).

Algunas moléculas actian como quelantes de metales prooxidantes, como son el hierro y el
cobre (Pérez 2003). Estos metales no pueden ser metabolizados por el organismo, donde
persisten y pueden ejercer efectos toxicos, por lo tanto, inducen dafio oxidativo por
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reacciones catalizadoras, las cuales generan excesivos radicales libres. Por otro parte, los
quelantes se unen a los metales dando lugar a una molécula mas estable, lo que evitara la
formacion de radicales libres. Dentro de los flavonoidespolifendlicos se encuentran un
amplio grupo de compuestos fenolicos (catecinas, cianidinas, quercetinas) que actian como

quelantes de metales y atrapadores, in vitro, de ERO y ERN (Corrales y Ariza 2012).

La ceruloplasmina y la ferritina representan un papel importante como antioxidantes in vivo
al unir metales de transicion y evitar autooxidaciones y reacciones que conllevan a la
formacion de radical hidroxilo. La ceruloplasmina transporta y almacena Cobre (Cu), posee
actividad ferrosidasa, actividad ascorbato-oxidasa. La ferritina, proteina que une hierro y
buen indicador de la cantidad de hierro disponible, como antioxidante ademas de impedir la
re3accion de Fenton, elimina el radical superdxido e inhibe la peroxidacion lipidica. Dentro
de este grupo se encuentran la vitamina E, la vitamina A, la ubiquinona (coenzima Q), la
albdmina, el &cido lipoico, el fibringeno, la bilirrubina y la glucosa (Corrales y Ariza 2012,
San-Miguel y Martin-Gil 2009).

La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de sus propiedades
quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres (RL). Otros estudios se refieren
ademas a la inhibicion de oxidasas, como la lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa (CO), la
mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO), evitando la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, asi como de hidroperdxidos
organicos. Por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA?), al mismo tiempo
que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa (CAT) vy el
superdxido dismutasa (SOD). De esta forma, los flavonoides interfieren en las reacciones de

propagacion de RL y en la formacion del radical en si (Pérez 2003).

Los flavonoides y otras moléculas actian como estimulantes de enzimas con propiedades
antioxidantes tales como la catalasa, el glutation peroxidasa y el superéxido dismutasa.
Asimismo, el componente de tipo enzimatico es considerado como la primera linea de
defensa primaria, y esta encargado de evitar el acimulo de EROS, como el anidn superoxido
y el peroxido de hidrégeno, catalizando la transferencia de electrones de un sustrato hacia
los RL (Ighodaro y Akinloye 2018, Quintanar y Calderén 2009).
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2.3.5. Beneficios de los antioxidantes en la salud

La vitamina C o &cido ascorbico es una molécula hidrosoluble que elimina radicales libres y
regenera la capacidad de enzimas AOX y vitamina E (Nagao et al. 2000). Asimismo, es
considerada un inhibidor de la nitrosacién con importante énfasis como eliminador de
nitritos in vivo. Ademas de reducir la concentracion de nitrosaminas procedentes de
alimentos industrializados, se le ha atribuido a esta vitamina un efecto anti-carcindgeno con
capacidad quimio-protectora ya que aumenta la funcién inmunitaria al aumentar las células

Killer naturales y la funcion de los linfocitos T y B (Norman et al. 2003, Pineda et al. 1999).

Asimismo, inhibe el crecimiento de distintas células de melanoma humano e induce
apoptosis celular. Estos estudios sugieren que su efecto contra el estrés oxidativo de la
mucosa gastrica puede deberse a que es un potente antioxidante soluble en agua que atrapa
y neutraliza una variedad de especies reactivas de oxigeno tales como hidroxilo, alcoxilo,
peroxilo, anién superdxido, radicales hidroperoxilo y radicales reactivos del nitrégeno a
concentraciones menores (Zhang y Farthing 2005).

La vitamina E, antioxidante liposoluble méas concentrado en las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), protege de los radicales libres a los lipidos de las membranas (Vega et al.
2005). Por otro lado, las LDL oxidadas contribuyen al desarrollo de la placa aterosclerética
y pueden inducir la apoptosis. En un estudio in vitro, se demostré que la vitamina E (vit E)
inhibe la oxidacién de las LDL y su accion es superior si la suplementacién combina la vit
E con la vit C y el betacaroteno (Jialal y Grundy 1993). En el caso de la estenosis valvular
adrtica (EVA), se ha encontrado que la combinacién de la vit C y la vit E produce un
moderado efecto antiinflamatorio en los sujetos con EVA. Su importancia consiste en que la
vitamina E reduce los valores del factor nuclear K-B (NFx-B) que también participan en los
procesos inflamatorios y promueve el aumento de la expresion de las moléculas de adhesion

y por su parte la vit C reconstituye a la vit E oxidada (Tahir et al. 2005).

Entre los carotenoides, se ha demostrado que el licopeno disminuye la expresion de
citoquinas (factor de crecimiento tipo insulinico | e interleucina 6), implicadas en el
desarrollo del cancer (Pollak 2001, Giri et al. 2001). Asimismo, disminuye la expresion de
las enzimas 6xido nitrico sintetasa y NADPH oxidasa, ambas generadoras de radicales libres,

consideradas especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hadley et al. 2003, Kucuk et al. 2001,
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Matlaga et al. 2001). La accién del licopeno consiste en neutralizar radicales (6xidos y
peroxidos) atenuando sus dafios oxidativos, sobre los tejidos (Marchena et al. 2009).
Algunos estudios han reportado que el licopeno puede proteger a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) del estrés oxidativo, lo cual puede ser de gran importancia en la disminucién

del riesgo de enfermedad coronaria (Hadley et al. 2003, Agarwal y Rao 1998, Sharma 2003).

En modelos animales, los carotenoides estimulan la funcién inmunoldgica de los linfocitos
T y B, asi como inhiben del crecimiento tumoral, también disminuyen la formacion de
radicales libres de oxigeno que influyen en las células responsables de la formacion de la
placa de ateroma de las enfermedades cardiovasculares (Marchena et al. 2009). Los
subgrupos de carotenoides menos conocidos, como son la luteina y zeaxantina, encontrados
principalmente en las verduras de hojas verde oscuro también han sido investigados por su

posible papel en prevenir la degeneracién macular (Landrum et al. 1997).

Los polifenoles o compuestos fendlicos estan divididos en varios subgrupos atendiendo a su
estructura basica, siendo clasificados de diversas maneras (Zhang et al. 2015). De manera
general, los polifenoles han sido clasificados en dos grandes grupos: flavonoides y no
flavonoides (Karasawa y Mohan 2018, Goncalves et al. 2013). Sélo de flavonoides se
conocen mas de 5.000 compuestos diferentes en la naturaleza, siendo los flavonoles los mas
ubicuos en los alimentos, y los principales representantes son la quercetina y el kaempferol
mas comunes que se encuentran en alimentos como glucdsidos (Tomas-Barberan 2003,
Hertog et al. 1992). En cuanto a sus propiedades en los alimentos, los flavonoles presentan
actividad antioxidante, anti-inflamatoria, antigenotoxica y antihiperglucémiante (Tarko et
al. 2017, Assefa et al.2017, Li etal. 2017). Por un lado, disminuyen los niveles de colesterol
y de LDL oxidada mediante sus propiedades antioxidantes como fuertes quelantes de
metales y como donadores de hidrogeno (Gimeno 2004). Asimismo, el consumo de las
antocianinas y antocianidinas se ha asociado con la prevencion de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, como la enfermedad cardiaca coronaria y el cancer (Liu
2004, Aguilera et al. 2016).

Las catequinas son flavonoles que se encuentran en muchos tipos de frutas y su consumo se
ha asociado con la inhibicion de la trombosis arterial, la actividad anti-inflamatoria, la
reduccion del colesterol total y lipoproteina de baja densidad en vivo como parte de su

capacidad antioxidante (Charepalli et al. 2016). Por otro lado, se ha encontrado que la
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taxifolina inhibe la sintesis y secrecion de una serie de lipidos en células humanas de
carcinoma hepéatico hepatocelular (HepG2), mientras que flavononas incluyendo

naringenina mostraron propiedades anti-inflamatorias (Porto et al. 2009).

Por otra parte, los &cidos hidroxibenzdicos tal como el &cido protocatéquico presentes en
frutas, verduras y cereales han mostrado actividad protectora frente a lesiones hepéticas
(Pefarrieta et al. 2014, Liu et al. 2002). Asi mismo, los &cidos hidroxicindmicos encontrados
en las uvas, manzanas, arandanos, espinacas, brécoli, col rizada, el café y los cereales; han
demostrado capacidad antioxidante, actividad antigenotoxica y antiproliferativa en células
(Gualdani et al. 2016, Wu et al. 2016). Panth et al. (2017) indicaron el efecto anticancerigeno
de la fruta Punica granatum mostrando resultados in vivo e in vitro obtenidos para carcinoma
hepatocelular obtenido en animales y humanos. Se observo que el extracto metandlico de
Osmanthus matsumuranusse actla sobre el carcinoma hepatocelular, el carcinoma de colon
y pulmon al suprimir la proliferacién celular, inducir la apoptosis y la detencién del ciclo
celular de la fase G2 / M (Jin et al. 2015). De la misma forma, diversos estudios reportan

que los extractos de frutas tienen un efecto hepatoprotector (Folasade et al. 2016).

Por otro lado, la lipoproteina de alta densidad (HDL-c) previene la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL-c) (Quesada y Llanos 2010). EI HDL-c posee ademas
propiedades antiinflamatorias, antioxidativas, antiagregatorias, anticoagulantes vy
profibrinoliticas in vitro (Pérez-Méndez 2004). Su principal actividad antiinflamatoria la
ejercen las apolipoproteinas (apo) y enzimas asociadas, las cuales actian coordinadamente
para asi transferir los peroxidos lipidicos, potentes agentes oxidantes, desde las LDL
oxidadas hasta las HDL, captarlos y degradarlos generando productos no inflamatorios
(Quesada y Llanos 2010). Estudios apoyan la relacién entre el consumo de alimentos ricos
en compuestos fenolicos de las frutas y una baja incidencia de enfermedad cardiaca
coronaria, ateroesclerosis y ciertas formas de infarto y cancer (Cooke et al. 2005, Knekt
1996). Asi, se ha reportado que estos alimentos tienen actividad antioxidante y pueden

mejorar los perfiles lipidicos en modelos experimentales (Xia et al. 2006, Viram et al. 2004).

2.4. Estrés oxidativo

En el organismo existe un equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ERO) y los

sistemas de defensa antioxidante; cuando éste se descompensa a favor de las ERO se
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establece el estrés oxidativo en la célula, el cual esté relacionado con multiples enfermedades
de caracter inflamatorio y/o degenerativo (Cerda et al. 2009, Zafrilla et al. 2004, Montier et
al. 2015). La produccion no controlada de estas especies produce dafio celular y trastornos
fisioldgicos (Sotero et al. 2004). De esta forma, el estrés oxidativo (EO) ha sido definido
como el desequilibrio entre factores prooxidantes y antioxidantes en los sistemas vivos con
capacidad de oxidar biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) e inhibir su estructura y funcion
normal generado por un incremento exagerado de la produccion de ERO y deficiencia de
antioxidantes (Droge 2002).

Las ERO y el establecimiento de EO afectan a una amplia variedad de funciones fisioldgicas
y participan en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo cronico degenerativas con
impacto epidemiologico. Estas enfermedades pueden clasificarse en las generadas por pro-
oxidantes que modifican el estado redox y alteran la tolerancia a la glucosa, favoreciendo el
EO mitocondrial en enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus; el segundo grupo
incluye EO de tipo inflamatorio y una mayor actividad de la enzima nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato-oxidasa (NADPH-0x) que conducen a la aterosclerosis e inflamacion
cronica; y el tercer grupo deriva del sistema xantina-oxidasa, generando ERO implicados en
la lesién isquémica por reperfusion. Por otra parte, el proceso de envejecimiento esta ligado
al efecto dafiino de los radicales libres a través de la oxidacion de biomoléculas como lipidos,
ADN vy proteinas, repercutiendo directamente en el proceso de envejecimiento (San-Miguel
y Martin-Gil 2009).

En la mayoria de patologias, las alteraciones celulares incluyen reclutamiento de
macrofagos, dafio mitocondrial, interferencia con defensas antioxidantes, aumento del calcio
intracelular y conversién de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa, lo cual puede llevar
al organismo a un aumento de la actividad de los sistemas de defensa antioxidante, que
protege a la célula frente a dafios futuros; dafio en tejidos tales como lipidos, proteinas y
carbohidratos; y/o muerte celular por necrosis o apoptosis (Corrales y Ariza 2012).
Asimismo, la hepatomegalia definida como un aumento del tamafio del higado, por sobre
los limites estimados como normales para cada grupo de edad participa de muchos procesos
inflamatorios generados por el estrés oxidativo tales como la enfermedad hepatica o a una
enfermedad generalizada. Los mecanismos etiopatogénicos implicados son: la inflamacion,

el depésito, la infiltracion, la congestion vascular y la obstruccion (Mufioz 2015). De la
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misma manera, los efectos del paracetamol en la salud humana pueden ser asintomaticos o

se puede presentar hepatoxicidad, hepatomegalia dolorosa e ictericia (Barrios et al. 2017).

2.5. Afecciones hepaticas por paracetamol

La toxicidad hepéatica representa un problema sanitario importante que en las Gltimas
décadas ha aumentado dramaticamente, dado que es una de las principales causas de muerte
secundaria a farmacos y supone la principal causa del retiro, suspension de comercializacion
y restriccion de las indicaciones de productos farmacologicos del mercado farmacéutico en
Europa y en Estados Unidos (Temple y Himmel 2002). La hepatotoxicidad se define como
la lesion o dafio en higado a consecuencia de una exposicion a un medicamento u otros
agentes no farmacoldgicos (Tejada 2010). La ingestion de estos compuestos quimicos u
organicos generan dafos funcionales y/o estructurales al higado provocando enfermedad

hepética tdxica inducida (Farrel 2004).

Entre las afecciones hepaticas, la esteatosis se caracteriza por el acimulo excesivo de grasa
en los hepatocitos, ya que el 5% del peso total del higado corresponde a lipidos, més alla de
esta proporcidn es considerada una patologia de esteatosis 0 higado graso. Entre las causas
de esteatosis se encuentra el consumo excesivo de alcohol, obesidad, malnutricién proteica,
pérdida de peso rapida, nutricion parenteral total, diabetes mellitus tipo 2, anorexia, toxinas,
procedimientos quirdrgicos como derivacion intestinal, reseccion extensa del intestino
delgado, gastroplastia por obesidad morbida y el uso de medicamentos hepatotdxicos
(Martinez-Lopez et al. 2005, Clemente-Ricote et al. 2003).

Asimismo, la esteatohepatitis se define como la complicacion necroinflamatoria de una
infiltracion grasa persistente, constituyendo asi la principal via por la cual la esteatosis
hepatica puede progresar a cirrosis. Al principio, se creyd que la esteatohepatitis era
provocada por el abuso crénico de alcohol, pero en 1980 reportaron una considerable
cantidad de pacientes que no tomaban alcohol y presentaban enfermedad hepatica
caracterizada por la presencia de esteatosis en alcoholicos (Gonzalez-Pérez y Salas-Flores
2008).

En la actualidad, numerosas publicaciones sugieren que las reacciones adversas a farmacos

son responsables de una gran proporcién de casos de lesion hepatica, siendo designada la
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reaccion medicamentosa adversa como la aparicion de efectos deletéreos no intencionales
que se producen con dosis farmacoldgicas utilizadas con fines profilacticos y terapéuticos
(Farrel 2004, Tejada 2010).

2.6. Paracetamol

El paracetamol, también conocido como acetaminofén, actla inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas, mediadores celulares responsables de la aparicion del dolor (Gomez-
Rodriguez et al. 2013). Este es uno de los medicamentos de amplio uso a nivel mundial por
sus propiedades analgésicas y antipiréticas, ademas de su bajo costo, efectividad y amplia
disponibilidad, lo que ha conllevado a frecuentes casos de sobreuso y por consiguiente de
hepatotoxicidad, siendo la principal causa de insuficiencia hepatica en USA y Europa
(Bermudez et al. 2019, Arundel y Lewis 2007). Esta incidencia viene en aumento desde 1990
con una ocurrencia de 30 000 hospitalizaciones anuales atribuidas a su intoxicacion
(Lancaster et al. 2014).

Aproximadamente la mitad de todos los casos de hepatotoxicidad secundaria por consumo
de acetaminofén son debido a una sobredosis no intencional y 63 % de estos casos involucran
consumo de productos en la que se le combina con opioides. Esto ha generado gran
preocupacion en la FDA, la cual desde el 2011 dispuso que los productos combinados que
contengan acetaminofén no sobrepasen los 325 mg por tableta y también limit6 a no suscribir
mas de 4 gramos/diarios (Lancaster et al. 2014, Yan et al. 2018). Por su amplia
disponibilidad, las personas suelen subestimar la toxicidad del acetaminofén debido a una
incomprension de la dosis terapéutica o por no informarse que este farmaco esta presente en

otras formulaciones (Bermudez et al. 2019, Castro 2016).

2.6.2. Absorcidon y metabolismo del paracetamol

El higado, ademas de participar en la sintesis proteica y el metabolismo energético, es el
principal 6rgano que se encarga de la biotransformacion de nutrientes, farmacos y otros
agentes potencialmente toxicos que deben atravesarlo antes de alcanzar el torrente sanguineo
y otros tejidos, por lo tanto, este 6rgano es vulnerable a fendmenos de toxicidad quimica.

Asimismo, el higado es un érgano afectado por numerosos procesos inflamatorios tales como
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infecciones viricas, toxicidad por farmacos y sus metabolitos, metabolopatias, procesos
autoinmunes y distintos defectos genéticos (Tejada 2010, Wilches 2017).

Su absorcion ocurre rapidamente por el tubo digestivo, alcanzando concentraciones maximas
después de 30 a 60 minutos de su administracién oral; su vida media es de 2 horas y se
distribuye uniformemente en los liquidos corporales del organismo. Un 85-90% del
acetaminofén es metabolizado por la UDP glucuroniltransferasa (UGT) y la sulfotransferasa
(SULT) para ser excretado en la orina. Otro 2% es excretado sin cambios en la orina y menos
de un 10% es metabolizado por el sistema del citocromo P450 (CYP2EL) hasta formar el
metabolito activo N-acetil-pbenzoquinoneimina (NAPQ1) que interacciona con los grupos
sulfidrilos del glutation. (Lancaster et al. 2014, Sisamén 2003) (Figura 1).

2.6.3. Mecanismo de toxicidad hepética por paracetamol

El desarrollo de las lesiones hepaticas esta mediado por la conversion de una pequefia
fraccion de la dosis al metabolito altamente reactivo (NAPQI), producto de una reaccién
catalizada por el citocromo P-450, el cual se une covalentemente a las proteinas hepaticas
causando necrosis del tejido (Snawder et al.1994, Thacher et al. 2000). En condiciones
normales, el metabolito activo NAPQ1 es inactivado por conjugacién con el glutation
reducido (GSH) para formar cisteina no toxica y metabolitos de 4cido mercapturico que son

excretados en la orina. (Bunchorntavakul y Reddy 2018).

La sobredosis o prolongado uso depletan las reservas de glutation hepatico y saturan las vias
de biotransformacion glucuronidacion y sulfatacion, ocasionando mayor cantidad del
metabolito activo, el cual se va a unir de forma covalente con el grupo sulfhidrilo de las
proteinas celulares, especialmente las de la mitocondria expresado por un aumento de la vida
media del farmaco; resultando en estres oxidativo, modulacion del sistema innato del higado
y disfuncion mitocondrial proporcional a la necrosis hepéatica (Prescott y Wright 1973); sin
embargo, una dosis terapéutica de acetaminofén, podria causar graves lesiones hepaticas y
renales en individuos desnutridos, quienes se caracterizan por presentar cambios en los

niveles séricos de proteinas, acidos grasos, derivados glucosidicos, minerales y vitaminas;
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Figura 1: Metabolismo del paracetamol

FUENTE: Adaptado de Wang et al. 2017

nutrientes involucrados en los procesos de detoxificacién de sustancias quimicas, como los

medicamentos (Gonzalez-Mendoza y Vicufia-Fernandez 2003).

Asimismo, el higado posee una amplia cantidad de enzimas que cumplen funciones
oxidativas y reductivas, participantes en la biotransformacion de las sustancias tdxicas, entre
las cuales se encuentran las del sistema del citocromo de la proteina 450 (P-450), flavin-
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monooxigenasas, peroxidasas, hidroxilasas, esterasas, amidasas. glucuroniltransferasas,
sulfotransferasas, metilasas, acetiltransferasas y tioltransferasas. El potencial dafio hepético
provocado por mecanismos complejos que implican formacion de radicales libres que
inducen estrés oxidativo con posible peroxidacion, dafio de ADN e inflamacién seria

generado por el posible detrimento de estas enzimas (Wilches 2017).

2.6.4. Toxicidad hepatica por paracetamol en modelos in vivo

Los resultados de un estudio mostraron un efecto oxidativo, con alteracion significativa de
varios marcadores, como superoxido dismutasa y de la relacion de glutatién
reducido/oxidado (GSH/GSSG) (Correia et al. 2016, Hamza y Al-Harbi 2015). En otro
estudio realizado en ratas, se observé que el tratamiento con paracetamol a la dosis de 400
mg/kg P.V. indujo un incremento significativo de los niveles de lipoperoxidacién en higado
y suero (Huaman et al. 2013). Asimismo, el tratamiento con paracetamol a dosis 400 mg/kg
P.V. indujo a un incremento de las transaminasas, especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), indice hepético (IH) y caus6é una disminucion de los niveles de albimina y
proteina total sérica (Sanchez y Sotomayor 2015). Por lo tanto, la determinacion de TBARS
es utilizado como un marcador de lipoperoxidacion, debido a que los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares son los més susceptibles de ser atacados por los
radicales libres (Clapés et al. 2001).

Por otro lado, un estudio realizado evidencié que la administracion del paracetamol
ocasiond necrosis severa a nivel histopatolégico y mayores niveles de especies reactivas al
acido tiobarbitarico en tejido hepético (Troncoso y Guija 2007). Carbonel (2017) reportd
una disminucion de superéxido dismutasa (SOD) y menores niveles de glutatién reducido
(GSH) en tejido hepatico. Arnao-Salas et al. (2012) evidenciaron un aumento de
transaminasas y una disminucion de proteinas séricas Asi mismo, Ochoa et al. (2008)
reportaron un aumento de transaminasas (TGP) en suero y se evidenciaron, a nivel
histopatoldgico, signos de lesion hepatica, degeneracion grasa, congestion sinusoidal y
centrolobulillar, y necrosis celular. De esta forma, dosis mayores a 200 mg/kg de peso
corporal pueden producir necrosis centrolobulillar hepéatica, cambios en las transaminasas y
fosfatasa alcalina, aumento de la concentracion de bilirrubina y del tiempo de protrombina.
(Voishm et al. 1993, Roach-Stacey 1997).
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Asimismo, se observo que el extracto de perejil (Petroselinum sativum) ejerce un efecto
hepatoprotector en ratas con intoxicacion inducida por una dosis de 200 mg/kg P.V. de
paracetamol, al evaluar alanina aminotransferasa (ALT), gamma glutamil transferasa
(GGT), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS) y estudio histopatoldgico hepatico (Troncoso y Guija 2007). En otro estudio en
ratas, los extractos acuoso e hidroetanolico de hojas de achiote (Bixa orellana) presentaron
efecto hepatoprotector frente al dafio hepatico inducido por una dosis de 400 mg/kg de
paracetamol, a través de la determinacion de bilirrubina total (BT), directa (BD) e indirecta
(BI), hepatomegalia, especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en higado y suero.
Asimismo, la administracion del extracto acuoso de hojas de yacon (Smallanthus
sonchifolius) tuvo un efecto hepatoprotector comparable a la silimarina (Huaman et al.
2013).

Otro estudio realizado report6 que la administracion de la harina de camu camu (Myrciaria
dubia) en ratones, disminuyd los valores de indice hepéatico y mostr6 un mayor nivel del
sistema GSH. Asimismo, la descripcion histoldgica detalld proteccién en la mayoria de las
muestras tratadas con la planta (Santa-Cruz 2019). Estos resultados también coincidieron en
ratas administradas con zumo de tuna morada (Opuntia ficus-indica), donde se observo una

disminucion de la concentracion hepatica de TBARS y del IH (Sanchez y Sotomayor 2015).

Por otro lado, la administracion de extracto hidroetandlico de maiz morado (Zea mays L),
extracto acuoso de diente de ledn (T. officinale), zumo de sanky (Corryocactus brevistylus),
ciruela roja (Spondias purpurea) , semillas de zapallo macre (Cucurbita maxima), noni
(Morinda citrifolia), pulpa de pifia (Ananas comusus) y mango (Mangifera indica L)
evidenciaron un efecto hepatoprotector en ratas contra el estrés oxidativo generado por otros
agentes hepatotdxicos (Hafari-Quispe et al. 2015, Favari et al. 2013, Lipe 2016, Montafiez
y Giordano 2016, Caballero 2014, Jiménez et al. 2015, Rey 2017, Bazalar 2018).
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1. MATERIALESY METODOS

3.1.  Lugar de ejecucion

El presente trabajo se llevé a cabo en el Bioterio del Departamento Académico de Nutricion

de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

3.2.  Animales experimentales

Se utilizaron 25 ratas albinas machos variedad Holtzman de dos meses de edad procedentes

del Laboratorio de Analisis Bioldgico Bioterio de la Facultad de Zootecnia de la UNALM.

3.3. Materia prima

- Taperiba procedente del Departamento de San Martin.
- Dieta estandar comercial para ratas elaborada por la Planta piloto de alimentos
balanceados de la UNALM.

3.4. Instalaciones y equipos

Durante el desarrollo de la parte experimental se utilizaron jaulas individuales,
implementadas cada una con su comedero y bebedero y una bandeja individual para recoger
sus excretas. Con 12 horas luz y 12 horas oscuridad; el agua suministrada fue agua de mesa
tratada y se le brind6 ad libitum, la temperatura del ambiente fue de 23-25°C. Para la
evaluacion del perfil lipidico en sangre se empled el equipo ACON® modelo Mission®
Cholesterol Monitoring System; mientras que para la medicion del nivel de glucosa en
sangre se utiliz6 el equipo ACON®, modelo On Call® Advanced Blood Glucose Monitoring
System.



3.5. Reactivos y farmacos

Los reactivos necesarios para desarrollar el ensayo fueron: cloruro de sodio 0.9%,
formaldehido, alcohol y como farmaco se utilizd Acetaminophen BioXtra, >99.0% de
Merck.

Se utilizaron articulos de limpieza como jabdn, desinfectantes, papel toalla, mascarilla,
guantes de nitrilo y guardapolvo. Ademas, se utilizaron jeringas hipodérmicas de 1 mL y 3

mL y una canula de acero inoxidable para suministrarle, via oral, los tratamientos a las ratas.

3.6.  Metodologia

3.6.1. Recolecciony preparacion del zumo de taperiba

El material botanico fue adquirido en estado de maduracion comercial en el Mercado
Mayorista de Frutas de Lima, procedente del Departamento de Ucayali. Posteriormente la
futa fue clasificada taxondmicamente en el Museo de Historia Natural (Anexo 1). Asimismo,
se realizo el analisis proximal, caracterizacion fisicoquimica, determinacion de compuestos

bioactivos y marcha fitoquimica. de la pulpa (Anexo 2).

Las frutas fueron lavadas con agua de corriente y luego se procedié a quitarle el exceso de
agua con la ayuda de un secador de tela, enseguida se procedié a pelar y deshuesar las frutas
con un cuchillo, finalmente se obtuvo la pulpa. La pulpa de los frutos fue sometida a prensién
manual y se filtr6 con un tamiz fino, de donde se obtuvo el zumo. Despueés el zumo fue
colocado en un frasco ambar para su proteccion a la luz, asimismo, fue preparado
diariamente durante toda la fase de tratamiento, desechandose lo sobrante. Para la
elaboracion de este zumo se utilizaron 5 kg de taperiba. Las muestras fueron diluidas con
agua destilada para obtener las siguientes dosis: 1mL/kg P.V.y 5 mL/kg P.V. de zumo. A

continuacion, se describen los pasos de la Figura 2:

a. Recepcion: Las frutas seleccionadas fueron de textura firme, color anaranjado brillante
con manchas pardas y otras con manchas verdes.

b. Lavado manual: Se realiz6 el lavado con agua corriente y se desinfecto con hipoclorito
de sodio.

c. Pelado y deshuesado: Se pel6 cuidadosamente la cascara con un cuchillo pelador

d. Triturado: Con ayuda de un mortero y un plato de madera, se procedio a triturar la fruta.
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e. Filtrado: Con ayuda de un tamiz fino, se separé todas las particulas gruesas.
f. Envasado: Finalmente, se colocé el zumo en un frasco &mbar y fue administrado

rapidamente a las ratas.

[ RECEPCION ] _ TAPERIBA

[ LAVADO MANUAL ]—» Hipoclorito de sodio

0.25%
4

[ PELADO y DESHUESADO ]

A 4

TRITURADO

¥

[ PRENSADO MANUAL ]

Zumo de
[ FILTRADO ] ‘ taperiba

) 4

ENVASADO

)
—

SR
—

Figura 2: Diagrama de Flujo para la obtencion del zumo de taperiba

3.6.2. Alimentacion

Se les suministro a los animales de experimentacion diariamente 20 g de un mismo alimento
exclusivo para ratas de la Universidad Nacional Agraria la Molina y agua ad libitum, con un
periodo de acostumbramiento de una semana, seleccionadas aleatoriamente para formar los
grupos experimentales. Posteriormente a todos los tratamientos experimentales se les

contindo alimentando con la misma dieta estandar (Anexo 3).
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3.6.3. Tratamientos

Para demostrar la actividad antioxidante y hepatoprotectora, se administraron los diferentes
tratamientos durante 11 dias. Se empled la técnica de induccion a hepatoxicidad por
paracetamol propuesta por Gibson et al. 1996. Al sexto dia fue administrada la dosis de
paracetamol hasta la finalizacion del experimento. Se usé la via orogastrica para la
administracion de los cinco tratamientos y se emplearon 5 tratamientos con 6 repeticiones
(Tabla 1). Concluido el periodo experimental, las ratas fueron sometidos a un ayuno previo
de 8 horas, posteriormente fueron anestesiados y luego sacrificadas siguiendo las normas

éticas para el uso de animales de laboratorio.

Tabla 1: Descripcion de los diferentes tratamientos

Tratamiento Descripcion
T1 Control
T2 Suero fisioldgico + Paracetamol (300 mg/kg P.V.)
T3 Silimarina (100 mg/kg P.V.) + Paracetamol (300 mg/kg P.V.)
T4 Zumo de taperiba (1mL/kg P.V.) + Paracetamol (300 mg/kg P.V.)
T5 Zumo de taperiba (5mL/kg P.V.) + Paracetamol (300 mg/kg P.V.)

3.6.4. Manejo de la eutanasia, extraccion de sangre y tejido hepatico

Después gue los animales experimentales fueron anestesiados con ketanina y xilacina para
extraer la sangre para la determinaciéon de glucosa y perfil lipidico, los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical, cumpliendo las normas éticas para estos animales, el
cual fue llevado a cabo por el especialista veterinario, siguiendo las normas éticas para
animales de laboratorio. Luego del sacrificio se realiz6 la laparotomia abdominal a cada
animal para extraer el higado el cual fue lavado con suero fisioldgico y pesado en una balanza
analitica, posteriormente se separo el I16bulo mayor, del cual se seleccion6 una porcién de 1g
aproximadamente y se guardo en criotubos de ensayo 2 mL con tapa rosca, los cuales fueron
almacenados en un tanque de nitrogeno liquido a -80°C, conservados y protegidos de la luz,
hasta el momento de la preparacion del homogenizado con buffer fosfato pH 7,4 a 0,01

mol/L.
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3.7. Mediciones

Durante el desarrollo del ensayo bioldgico en ratas inducidas a la hepatoxicidad se realizaron
las siguientes mediciones y registros:

3.7.1. [ndice Hepético

Una vez extraido el higado fue lavado en solucion fisioldgica de NaCl al 0,9% y se sec6 en
papel adsorbente, posteriormente, se peso todo el 6rgano en una balanza analitica para
determinar el indice hepatico (IH) mediante la siguiente formula:

|H= KHigade , 10

Animal

Whigaao: Peso del higado
Wynimai- P€S0 del animal

Ademas, se determin el porcentaje de incremento del IH de los tratamientos, en relacion al

IH del Tratamiento 1(T1) con la siguiente férmula:

IHttO - IHl
%Incremento = g x 100
1

IH,.,: Indice hepatico del tratamiento

IH: indice hepético del Tratamiento 1(control negativo)

3.7.2. Determinacion de glucosa y perfil lipidico

Los animales experimentales fueron anestesiados por un especialista veterinario antes de la
toma de datos. Para la recoleccion de muestra sanguinea de cada animal al final del
experimento, se realizé rapidamente un corte en el extremo de la cola de la rata y con un
capilar se recolecté una gota de sangre, la cual se coloco en una tira reactiva unida al
dispositivo de control y luego fueron leidos inmediatamente al pasar unos segundos. Por otro
lado, para la determinacion del perfil lipidico (TG y HDL-c) se empleo el kit ACON®
modelo Mission® Cholesterol Monitoring System y ACON®, modelo On Call® Advanced
Blood Glucose Monitoring System para determinar el indice glicémico. Para todas las

muestras se utilizaron capilares y tiras reactivas diferentes.
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3.7.3. Determinacion de antioxidantes enzimaticos en higado

Se realizd la evaluacion de actividad de dos enzimas antioxidantes: Superdxido dismutasa
(SOD) y Catalasa (CAT):

a. Actividad enzimatica de Superoxido dismutasa (SOD)

Se empled la técnica propuesta por Marklund y Marklund (1974), la cual se basa en la
capacidad de la SOD para inhibir la autooxidacion del pirogalol a pH alcalino (pH 8,2) con
formacion del radical superoxido. Este método es una reaccion que sigue una cinetica lineal,

evaluada a una longitud de onda de 420 nm y que a su vez es inhibida por SOD.

Unidad SOD: Se define como la cantidad de enzima requerida para inhibir la autooxidacion
del pirogalol en un 50%. Los resultados se expresaron en USOD/mg proteina.

b. Actividad enzimética de Catalasa (CAT)

Se empleo el método de Aebi (1984), el cual consiste en la descomposicion del peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno ante la presencia de la enzima CAT. La disminucion de la
absorbancia se evalu6 a una longitud de onda de 240 nm en un minuto. La diferencia de

absorbancia por unidad de tiempo es la medida de la actividad de catalasa.

Unidad CAT: pumol H202 consumido en un minuto bajo las condiciones de ensayo. Los

resultados se expresaron en U/mg proteina.

3.7.4. Determinacion de Glutatién reducido (GSH)

El homogenizado de higado anteriormente mencionado se usé para la determinacion de
glutation reducido (GSH) y demaés andlisis realizados. Se aplicé el método de Boyne y
Ellman (1972), el cual consiste en la oxidacion de los grupos sulfihidrilos (GSH) por el &cido
5,5"-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) con formacion de acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB),
el cual es leido a 412 nm. Los resultados fueron expresados en U/mg de proteina.

3.7.5. Determinacion de Lipoperoxidacion en tejido hepatico (TBARS)

La lipoperoxidacion genera una serie de derivados toxicos como los hidroperoxidos
(ROOH), dienos conjugados (DC), malonildialdehido (MDA), 4-hidroxialguenales (4-HA),
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isoprostanos y los oxisteroles (Niki 2009). La peroxidacion lipidica de higado se determin6
mediante el analisis de especies reactivas al &cido 2-tiobarbiturico TBARS, segliin Buege y
Aust (1978), la cual se basa en medir el contenido de malondialdehido (MDA) que al
reaccionar con forma un complejo coloreado que se lee a 535 nm. La concentracion de MDA,
es proporcional a los acidos grasos poliinsaturados oxidados y por lo tanto es un buen
indicador de peroxidacion lipidica que mide la lesién de los tejidos inducido por especies
reactivas al oxigeno, el color de la reaccion es rosado. La intensidad de esta coloracion sera
proporcional al grado de lipoperoxidacion de los acidos grasos. Las muestras fueros

analizadas por triplicado y los resultados se expresaron como nmol MDA/g proteina.

3.7.6. Cuantificacion de proteinas

Se realiz6 con el método de Lowry et al. (1951), el cual consiste en la reaccion de los iones
de cobre con los enlaces peptidicos a pH alcalino, formandose enlaces de coordinacién en
este nuevo complejo, los grupos OH reducen el reactivo de Folin generando un color

azulado. EI complejo coloreado se ley6 a 700 nm y la proteina se expresé en mg/mL.

3.7.7. Andlisis estadistico

Todos los datos fueron expresados como la media +/- error estandar de la media (SEM). Se
realizd la prueba de normalidad de Ryan-Joiner para los datos de cada indicador. Al tener la
muestra una distribucion normal (p>0,05), se aplicaron las pruebas de analisis de varianza.
Para los indicadores con distribucion normal se aplicé la prueba de ANOVA, asimismo, se
realiz6 la prueba de Bonferrini, en caso de resultar significativo. Al no presentar los
resultados una distribucion normal, se aplico la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y
como prueba pos hoc Mann Whitney. Fueron considerados estadisticamente significativos,
los valores con p<0,05. Los datos fueron procesados en el paquete estadistico Minitab

version 18.

El Modelo Aditivo Lineal fue:
Yij=u+Ti+ej
Donde:

Yij = Observacion: El i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion, j=1,2,3...n repeticiones
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u = Media poblacional
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento, i=1,2,3.. .k tratamientos

eij = Error experimental asociado a la observacion Yj;

3.7.8. Aspectos éticos

Para el presente estudio se tuvieron en cuenta las normas y procedimientos éticos para el
manejo de animales de laboratorio establecidos segun la Ley Peruana N° 27265 de la

proteccidn a los animales domésticos y a los animales silvestres mantenidos en cautiverio.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del zumo de taperiba sobre el indice hepatico

Los resultados referidos al indice hepéatico obtenidos al finalizar el periodo de tratamientos
se detallan en la Tabla 2, Figura 3, Anexo 4 y Anexo 5. El peso relativo del higado con
respecto al peso corporal final, también llamado indice hepatico (IH), expresado en
porcentaje (%), mostro diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (p <
0.05). La administracion de T2 incrementd en 28% el indice hepético (IH), respecto al
tratamiento control, resultando estadisticamente significativo. Estos resultados evidenciarian
un estado de inflamacion y hepatomegalia debido al proceso de estrés en las ratas a causa
del paracetamol. Por otro lado, el tratamiento con silimarina mostré un incremento de
17,74% en el IH, respecto a T1, siendo significativo. Estos resultados muestran una muy

baja proteccion hepética contra el paracetamol por parte de la silimarina administrada a T3.

Por otra parte, el zumo a diferentes dosis mejoré el indice hepatico, ya que a la dosis méas
alta 5 mL/kg p.v. (T5), este indicador mostr6 los valores méas bajos, respecto a los otros
tratamientos, con un incremento de 4,69%, que inclusive casi lleg6 a los valores de T1,
mostrando diferencias estadisticamente significativas al compararlo con T2. Por otra parte,
el tratamiento a la dosis méas baja 1 mL/kg p.v. del zumo incrementd en 18,93% el indice
hepatico, siendo estadisticamente significativo al compararlo con T1. Segun estos resultados,
la disminucién del indice hepatico del tratamiento que recibid la dosis méas alta 5 mL/kg p.v.
del zumo, guardaria cierta relacion con una mayor concentracion de los compuestos
fitoquimicos con capacidad antioxidante del fruto taperiba (Spondias dulcis Sol. ex
Parkinson), necesarios proteger al higado del aumento del estrés oxidativo causado por el
farmaco paracetamol. Asimismo, estos resultados evidenciarian que el tratamiento a la dosis
mas alta 5 mL/kg p.v. del zumo ejerce una mayor proteccion hepatica, inclusive mas efectiva

que el tratamiento con silimarina.

El incremento hepético en ratas inducidas a toxicidad hepética coincide con un estudio

realizado en ratas por Huaman et al. (2013) cuyos tratamientos incluyeron T1: control, T2:



paracetamol (400 mg/kg p.v.), T3: silimarina (300 mg/kg p.v.) + paracetamol (400 mg/kg
p.v.), T4: extracto acuoso de Bixa orellana (500 mg/kg p.v.) + paracetamol (400 mg/kg p.v.)
y T5: extracto hidroetandlico Bixa orellana (500 mg/kg p.v.) + paracetamol (400 mg/kg pv.);
donde se reportd que el tratamiento paracetamol (T2) aumentdé numéricamente el indice
hepatico, el tratamiento con extracto acuoso Bixa orellana disminuyé significativente el
indice hepatico y el tratamiento que recibio el extracto hidroetandlico Bixa Orellana mostrd

una reduccion significativa del indice hepatico.

En cambio, los resultados reportados por Troncoso y Guija (2007) en ratas cuyos
tratamientos incluyeron T1: control, T2: paracetamol (200 mg/kg p.v.), T3: FHP (50 mg/kg
p.v.) + paracetamol (200 mg/kg p.v.), T4: extracto acuoso de perejil (150 mg/kg p.v.) +
paracetamol (200 mg/kg p.v.), manifestaron que a dosis de 200 mg/kg p.v. de paracetamol
no se produjo un aumento significativo del indice hepatico en ninguno de los tratamientos,
respecto al control. Estos resultados pueden ser explicados por la menor dosis de paracetamol

empleada en este Gltimo estudio.

Tabla 2: Indice hepatico en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la

administracién de los tratamientos

Tratamiento  Indice Hepatico Incremento
(%) (%)
T1 3.45% + 0.24 -
T2 4.41° + 0.26 28.00
T3 4.06°° + 0.10 17.74
T4 4.10% + 0.28 18.93
T5 3.61% + 0.2 4.69

*Promedio de tres repeticiones + DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la
misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). *T1:. Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T3: Silimarina (100 mg/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg
p.v.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).
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Figura 3: Indice hepético en ratas tras la administracion de los tratamientos.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). *T1: Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg pv.); T3: Silimarina (100 mg/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg
p.v.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).

4.2.  Efecto del zumo de taperiba sobre la glucosa y perfil lipidico

En este estudio, con relacion a los niveles séricos de glucosa detallados en la Tabla 3 y
Anexo 6, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (p > 0.05),
pero se pudo observar que todos los tratamientos que incluyen paracetamol produjeron
mayores niveles séricos de glucosa que el tratamiento control, siendo el tratamiento a la dosis
mas alta 5 mL/kg p.v. de zumo el que produjo mayores niveles (97.75 mg/dL), que inclusive,
segun lhedioha et al. (2013) supera los niveles normales establecidos para animales sanos
de la misma edad (Glucosa 48.4-91.2 mg/dL). De los resultados anteriormente descritos, se
desprende que el paracetamol podria tener alguna influencia en la medicién de los niveles
de glucosa. Estos resultados concuerdan con Basu et al. (2016), quienes hallaron que el
paracetamol interfiere directamente en la medicion de los niveles de glucemia en

glucémetros como equipo de medicion, dando valores mucho mas altos que los reales.

En otro estudio realizado, el indice glicémico fue determinado en ratas por Oriondo et al.
(2016) frente a otros frutos amazonicos, donde hallaron que el taperiba presenté menor
indice glicémico (59,7 mg/dL) que el caju (75,8 mg/dL), caja (74%) y caimito (71,6 mg/dL);

asi como mayor indice glicémico que la pitajaya (51,8 mg/dL) y el araza (43,8 mg/dL). De
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esta manera, el zumo de taperiba no influye en el incremento de los niveles de glucosa, por

el contrario, mantiene los niveles dentro del rango.

Por otro lado, los niveles séricos de HDL-c mostrados en la Tabla 3 y Anexo 7 presentaron
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p < 0.05). También, se pudo
observar que el tratamiento con paracetamol disminuyo en 38.43% los niveles de HDL-c,
respecto a T1, cuya diferencia fue estadisticamente significativa a un p < 0.05. En este
sentido, es conocido que el dafio hepatico cronico puede producir una depresion importante
de colesterol debido a que los hepatocitos dafiados son incapaces de convertir las proteinas
y los carbohidratos a grasas, lo cual sugiere que la disminucion de HDL-c esta relacionado

con la baja sintesis de colesterol en el higado (Chang-Feng et al. 2013).

Tabla 3: Perfil lipidico y glucosa en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol

tras la administracion de los tratamientos

HDL TG Glucosa
Tratamiento (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
T1 63.75% £ 9.03 47.50* + 4.36 83.8+3.03
T2 39.25° +7.23 46.25%+ 1.50 88.8% + 7.69
T3 47.50% + 13.99 45.25% + 0.50 88.82+9.15
T4 51.75% + 8.96 53.50* + 13.87 88.2%+ 6.83
T5 55.25% +9.18 61.25% + 14.89 95.2%+ 14.65

*Promedio de tres repeticiones + DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la
misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). *T1: Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg pv.); T3: Silimarina (100 mg/kg pv.) + Paracetamol (300 mg/kg
pv.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).

Ademas, el tratamiento con silimarina y el zumo a diferentes dosis, también expresé una
disminucion de los niveles de HDL-c, respecto al tratamiento control, sin embargo, a la dosis
mas alta 5 mL/kg p.v. del zumo, este indicador mostré niveles mas altos, con una

disminucion de 13.33%, evidenciando diferencias no significativas (p > 0.05). Dichos
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resultados muestran que el tratamiento con el zumo de taperiba a la dosis més alta 5 mL/kg
p.v. contribuye mejor a normalizar los niveles de HDL-c y proteger a las células hepaticas
manteniendo su funcién y metabolismo. En lo referente a los niveles séricos de triglicéridos,

no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (p > 0.05) (Tabla 3).

Los resultados sugieren que el zumo de taperiba recupera los niveles de lipoproteinas, al
poseer compuestos bioactivos que aumentan la sintesis de la Apoproteina Al, la cual es
responsable del origen del HDL-c y junto con otras proteinas actian coordinadamente para
transferir los perdxidos lipidicos, potentes agentes oxidantes, desde las lipoproteinas de baja
densidad (LDL-c) oxidadas hasta las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c), captarlos y
degradarlos generando productos no inflamatorios. Por otro lado, los compuestos bioactivos
presentes en el zumo aumentarian la sintesis de Apoproteina B100 que participa en la
movilizacion del colesterol (Gonzéalez-Pérez y Salas-Flores 2008, Martinez-Lopez et al.
2005, Nannipieri et al. 2005, Moran et al. 1983, Clemente-Ricote y Garcia-Monzon 2003,
Sanchez y Ordofiez 2010).

Estos resultados concuerdan con Madi y Farouk (2015), quienes evaluaron el efecto
hipolipemiante y hepatoprotector de las semillas secas de Vitis vinifera sobre la
hepatotoxicidad inducida por paracetamol en ratas, donde reportaron un aumento
significativo de los niveles de HDL-c para los tratamientos con semillas secas de uva roja
(RGDS) en comparacion con el control inducido. Por el contrario, mostraron una
disminucion significativa de los niveles de triglicéridos (TG), LDL-c y lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL-c). Ademas, las ratas a las que se les administrd la dieta que contenia
niveles de RGDS produjeron una hepatoproteccién significativa frente al paracetamol al
disminuir la peroxidacién lipidica, mientras que los niveles de GSH, SOD y CAT

aumentaron significativamente cerca de los niveles normales.

Rosales et al. (2017) reportaron similares resultados en ratas inducidas a dafio hepéatico cuyos
tratamientos incluyeron un tratamiento control, tetracloruro de carbono (CCls) y una mezcla
de siete plantas (EHAM?7) + CCl4, donde se encontraron que el tratamiento con CCl, redujo
significativamente los niveles de HDL-c y TG, mientras el tratamiento con EHAM7aumento
numéricamente los niveles de HDL-c y TG hasta valores casi normales. En cambio, los
resultados reportados por Hafari-Quispe et al. (2015) en ratas cuyos tratamientos fueron

tratamiento control, tetracloruro, silimarina, extracto hidroetanélico de maiz morado (EAM)
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a diferentes dosis, mostraron que el tratamiento con tetracloruro y el EAM a diferentes dosis
disminuyé numéricamente los niveles de HDL-c, respecto al control, mientras que todos los
tratamientos con paracetamol disminuyeron los niveles de triglicéridos, sin llegar a ser

significativo.

4.3.  Efecto del zumo de taperiba sobre la actividad de enzimas antioxidantes,
glutation reducido y TBARS

Con respecto a la actividad especifica del superdxido dismutasa (SOD) detallada en la Tabla
4y Anexo 8, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre todos los tratamientos
(p > 0.05), pero se pudo observar que el tratamiento Gnicamente con paracetamol y el
tratamiento con silimarina produjeron un aumento numérico de la actividad especifica de
SOD, respecto al grupo control, mientras que los tratamientos con el zumo a diferentes dosis

normalizaron los valores de la actividad especifica de SOD.

Por otro lado, la actividad especifica de catalasa (CAT), no presentd diferencia
estadisticamente significativa entre todos los tratamientos (p > 0.05); sin embargo, el
tratamiento solo con paracetamol produjo un aumento numérico de la actividad especifica
de la catalasa, respecto al control. Ademas, el tratamiento a la dosis més alta 5 mL/kg p.v.
del zumo produjo también un aumento numérico de la actividad especifica de la catalasa,
mientras que a la dosis mas baja 1 mL/kg p.v. del zumo, produjo una disminucién numérica
de la actividad especifica de la enzima. En cambio, el tratamiento con silimarina produjo

valores de actividad especifica de catalasa similares al tratamiento control (Tabla 4).

Lo resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con un estudio realizado en ratas
inducidas a hepatoxicidad por Troncoso y Guija (2007), donde trabajaron con un extracto
acuoso de perejil fresco a una dosis de 150 mg/kg p.v. para evaluar el efecto del estrés
oxidativo en el higado ocasionado por paracetamol durante 5 dias, donde se report6 que el
tratamiento con paracetamol, compuesto que produce dafo hepatico a través de la generacion
de radicales libres, produjo un aumento numérico de los niveles de SOD y catalasa, respecto
al grupo control. Con relacion a la actividad de SOD, enzima que participa en la
transformacion del radical anion superdxido, el tratamiento con perejil produjo un aumento
en los niveles sin llegar a ser significativo, siendo estos valores mayores que todos los

grupos, incluido el grupo control. Asimismo, en lo referente a la actividad de catalasa,
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enzima que participa en las reacciones de transformacion del perdxido de hidrogeno, el
tratamiento con perejil produjo un incremento numérico de los niveles, siendo estos valores
similares al control. Ademas, el tratamiento con FHP (farmaco hepatoprotector) redujo los

niveles de SOD Yy catalasa, resultando valores similares al tratamiento control.

Los valores de capacidad antioxidante y compuestos bioactivos obtenidos de la literatura y
del andlisis realizado al fruto fresco, también pueden plasmarse en el modelo in vivo. Asi,
los resultados obtenidos en la parte experimental muestran que el zumo de taperiba
(Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) modifica la actividad de CAT y SOD, cerca de valores
normales. En un estudio, You et al. (2010) realizaron un trabajo en ratones para evaluar el
efecto del extracto acuoso de diente de leon (Taraxacum officinale) sobre el estrés oxidativo
inducido por el etanol, cuyos tratamientos incluyeron: control, etanol (5g/kg p.v.) y
Taraxacum officinale (1g/kg p.v.) durante 8 dias, donde se reportd que el tratamiento etanol
disminuyo significativamente la actividad de la catalasa. La administracion del tratamiento
con Taraxacum officinale, después del dafio con etanol, logro recuperar valores de actividad
de catalasa similares al tratamiento control. La diferencia en los resultados de estos estudios
puede ser explicados por la dosis empleada y el tiempo de experimentacion. Asimismo, la
catalasa y el superéxido dismutasa, enzimas del sistema de defensa antioxidante, aumentan
su actividad como respuesta frente a las especies reactivas de oxigeno (McCord y Fridovich
1969).

En este estudio, los niveles de glutation reducido (GSH) en homogenizado de higado (Anexo
9) no presentaron diferencia estadisticamente significativa al comparar por pares de
tratamientos (p >0.05). Ademas, se pudo observar que el tratamiento con paracetamol (T2)

produjo los mayores niveles de GSH respecto a todos los tratamientos (Tabla 4).

39



Tabla 4: Actividad de enzimas antioxidantes, GSH y TBARS en ratas con
hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la administracion de los tratamientos

Trat SOD CAT GSH TBARS
(U/mg prot)  (U/mg prot) (U/mg prot) (nmol/g prot)

T1 17.11*+0.17 0.39*+0.10 148.24% +32.31 26.28" + 0.64

T2 20.49*+9.94 051*+0.26  423.45% +12434  42.17°+12.25

T3 19.93*+6.16  0.40°+0.08 362.74% + 181.48 26.47% + 3.29

T4 16.67*+1.68 0.35*+0.03 243.68% +53.27 27.93% +1.13

T5 1739+ 1.15  0.42*+0.05 220.75% + 18.02 22.91* £ 0.69

*Promedio de tres repeticiones = DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la
misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). *T1: Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T3: Silimarina (100 mg/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg
p.v.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).

En nuestro organismo existen diferentes mecanismos para evitar los efectos del estrés
oxidativo causada por los radicales libres. Frente a los ROS, uno de los mecanismos mas
importantes en el higado es el GSH (glutation reducido), metabolito empleado como
pardmetro de estrés oxidativo (Martinez et al. 2006). Esta biomolécula, tripeptido (L-y-
glutamil-L-cisteinilglicina), tiene un papel fundamental en la proteccién celular contra el
estrés oxidativo. El incremento de GSH se relaciona con la funcién del higado en la
detoxificacion y eliminacion de compuestos, incluyendo xenobioticos, reaccionando la
molécula GSH con ellos (Kaplowitz et al. 1985, Toescu et al. 2002). Esto explicaria el

incremento en los niveles de GSH en T2.

Ademas, se observo que la administracion del zumo de taperiba a diferentes dosis trata de
normalizar estos niveles, siendo los valores cercanos al control, lo que explicaria una posible
proteccién al dafio hepatico. Estos resultados obtenidos pueden explicarse por los
componentes fitoquimicos con capacidad antioxidante que presenta el zumo. Asimismo, el

tratamiento con silimarina (T3) expresdé mayores niveles de GSH despues de T2. Estos
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resultados estarian relacionados a la capacidad de la silimarina para contrarrestar el estrés
oxidativo por hepatoxicidad de diversos agentes debido a que actla como antioxidante,
estabilizador de membrana del hepatocito, regenerador celular, antiinflamatorio y regulador

del contenido intracelular de glutation (Fraschini et al. 2002, Frias et al. 2013).
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Figura 4: Niveles de especies reactivas al acido 2- tiobarbiturico (TBARS) en ratas con
hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la administracion de tratamientos.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). *T1: Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T3: Silimarina (100 mg/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg
p.v.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).

Los resultados observados coinciden con el proceso de biotransformacion del paracetamol,
farmaco que se metaboliza en el higado, donde es glucoronizado y sulfatado en 90%. Del
porcentaje restante, 5% es metabolizado por el citocromo 450 y convertido en NAPQI (N
acetil-p-benzoquinoneimina), metabolito toxico, el cual en condiciones normales es
rapidamente detoxificado por conjugacion del glutation (William 2003, Mancipe et al.
2010). Dosis altas de paracetamol generan cantidades de NAPQI capaces de depletar las
reservas hepaticas de glutation y finalmente unirse covalentemente a macromoléculas
produciendo mas radicales libres de oxigeno (ROS) (Takahashi et al. 1993, Khandar et al.
1996, Mancipe et al 2010). El incremento de los niveles de GSH en T2 seria resultado de su

recuperacion en un periodo de 24 a 48 horas, el cual seria una forma de proteccion que el
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propio cuerpo genera contra el estrés oxidativo ocasionado la administracion de paracetamol
(Turk y Stohs 1981, Chen et al. 1989, Saito et al. 2010).

Los resultados de lipoperoxidacion expresados en los niveles de especies reactivas al acido
2- tiobarbiturico (TBARS) presentados en este trabajo se detallan en la Tabla 5, Figura 4y
Anexo 10. Asimismo, estos permiten mostrar que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos a un p <0.05. También, se pudo observar que el
tratamiento Unicamente con paracetamol produjo un aumento de 60.46% en los niveles de
TBARS, respecto al tratamiento control, resultando esta diferencia estadisticamente
significativa a un p <0.05. Por otro lado, el tratamiento con silimarina, el zumo a la dosis
menor 1mL/kg p.v. y a la dosis méas alta 5mL/kg p.v. produjeron una disminucién de los
niveles de TBARS, siendo la inhibicion de 37.23%, 33.78% y 45.66%, respectivamente.
Estos tres tratamientos mostraron una disminucion estadisticamente significativa a un p
<0.05. Ademas, si hubo diferencia estadisticamente significativa al comparar el tratamiento
a la dosis mas alta 5mL/kg p.v. del zumo (T5) con el tratamiento control a un p <0.05 y

también, con el tratamiento a la dosis mas baja 1mL/kg p.v. del zumo.

Al contrastar estos resultados se puede observar que el zumo de taperiba a la dosis mas alta
induce a una disminucion de los niveles de TBARS en el tejido hepatico, incluso por debajo
del control. Estos resultados pueden ser atribuidos a la actividad de los metabolitos
secundarios presentes en el zumo. Muchos de estos metabolitos tienen actividad antioxidante
frente al estrés oxidativo, protegiendo a las macromoléculas, siendo los acidos grasos
poliinsaturados los méas afectados frente al ataque de los radicales libres debido a la
metabolizacion del paracetamol, generando peroxidacién lipidica, inestabilidad de la
membrana Yy lisis celular. Durante este proceso se producen dialdehidos, marcadores de

lipoperoxidacion ocasionada por radicales libres (Valko et al. 2007, Rocha et al. 2012).

Similares resultados fueron reportados por Troncoso y Guija et al. (2007) en ratas, donde se
utilizo el extracto de acuoso de perejil (Petroselinum sativum) en un modelo de intoxicacion
por paracetamol, observandose que disminuyeron significativamente los niveles de
malondialdehido (MDA) en tejido hepatico, mientras que el tratamiento Unicamente con
paracetamol a una dosis de 200 mg/kg pv. incrementd ligeramente estos niveles. Asimismo,
los resultados de Huaman et al. (2013) cuyos tratamientos incluyeron paracetamol,

silimarina y achiote (Bixa Orellana) evidenciaron que las ratas administradas con extracto
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hidroetan6lico de hojas de achiote a dosis de 500 mg/kg p.v. disminuyeron
significativamente los niveles de TBARS en tejido hepético inducido por paracetamol, al
igual que el tratamiento con silimarina, mientras que el tratamiento con paracetamol a una

dosis de 400 mg/kg p.v. aumento significativamente estos niveles en tejido hepatico.

Madi y Farouk (2015) realizaron un estudio en ratas, donde reportaron que la administracion
de la dieta que contenia niveles de semillas secas de uva roja (RGDS) produjeron una
hepatoproteccion significativa frente al paracetamol al disminuir la peroxidacion lipidica,
mientras que los niveles de GSH, SOD y CAT aumentaron significativamente cerca de los
niveles normales. Por otro lado, en otro estudio realizado por Hafari-Quispe et al. (2015) en
ratas inducidas a injuria hepatica por tetracloruro de carbono a una dosis de 0,2 mL/kg p.v.,
donde se utilizo el extracto hidroetanolico atomizado de maiz (Zea mays L.) a diferentes
dosis (500 mg/kg p.v., 1000 mg/kg p.v. y 200 mg/kg p.v.), se observé una mayor
disminucion de los niveles de TBARS en el tratamiento que recibié 1000 mg/kg p.v. del
extracto con respecto al tratamiento control. Estos autores atribuyeron el efecto antioxidante
a los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en mayor cantidad analizados mediante

el estudio fitoquimico.

4.4.  Efecto del zumo del fruto de taperiba sobre el contenido de proteinas totales

en tejido hepatico

Con respecto a la concentracion de proteinas totales en homogenizado de higado (Anexo
11), no hubo diferencia estadisticamente significativa entre todos los tratamientos (p >0.05),
pero se pudo observar que el tratamiento paracetamol produjo una disminucién numérica de
los niveles de proteinas totales, respecto al tratamiento control, mientras que el tratamiento
con silimarina y el tratamiento con el zumo a diferentes dosis mostraron una recuperacion
de los valores, sin llegar a ser estadisticamente significativo (p >0.05) (Tabla 5). Los bajos
niveles del tratamiento paracetamol se explicarian por una mayor disponibilidad de
aminoacidos para la sintesis de péptidos con propiedades antioxidantes para hacer frente al
estrés oxidativo ocasionado por la intoxicacion con paracetamol (Arnao-Salas et al. 2012).
Por otro lado, el efecto regenerador sobre las proteinas totales podria ser debido a los
componentes antioxidantes que presenta el zumo (Oriondo et al. 2016, Franquin et al. 2005,
Silva et al. 2018, Tiburski et al. 2011, Islam et al. 2013, Oliveira 2011).
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Tabla 5: Cuantificacién de proteinas totales (PT) en tejido hepéatico de ratas con
hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la administracion de los tratamientos

Tratamiento Proteinas Totales
(mg/mL)
T1 54.018 +2.78
T2 47417+ 17.01
T3 50.632 + 8.69
T4 51.41%+ 6.56
T5 51.642 £ 2.80

*Promedio de tres repeticiones = DS. Los valores medios con letras iguales dentro de la
misma columna indican diferencias no significativas (p>0.05). *T1: Control; T2: SF +
Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T3: Silimarina (100 mg/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg
p.v.); T4: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.); T5: Zumo de
taperiba (5mL/kg p.v.) + Paracetamol (300 mg/kg p.v.).

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Troncoso y Guija (2007) en ratas,
en un modelo de intoxicacion hepatica, donde el tratamiento paracetamol mostré una
disminucion numérica de los niveles de proteinas totales en tejido hepéatico, mientras que el
tratamiento con silimarina mostr6 una recuperacion de los niveles, sin ser significativo. En
otro estudio realizado por Arnao-Salas et al. (2012) en ratas inducidas a dafio hepatico, cuyos
tratamientos incluyeron paracetamol, silimarina y extracto acuoso de yacon (Smallanthus
sonchifolius) a diferentes dosis, donde reportaron que el tratamiento paracetamol disminuy6
significativamente los niveles de proteinas totales (PT) en suero, asimismo, el tratamiento
con silimarina y el tratamiento con el extracto recuperaron estos valores, sin llegar a ser

estadisticamente significativo.

4.5. Relacion entre el estrés oxidativo, perfil lipidico e indice hepatico

El uso de medicamentos hepatotoxicos como el paracetamol puede generar una esteatosis o
enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) caracterizado por la acumulacion

excesiva de triglicéridos dentro del paréngquima de los hepatocitos a raiz de la disminucién
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de la sintesis de lipoproteinas y de su excrecion al torrente circulatorio. Esta patogenia es
generada por una serie de procesos anormales tales como la disminucion de la sintesis de
Apoproteina B100 que participa en la movilizacion de colesterol (Gonzalez-Pérez y Salas-
Flores 2008, Martinez-Lopez et al. 2005, Nannipieri et al. 2005, Moran et al. 1983,
Clemente-Ricote y Garcia-Monzon 2003). Esto concuerda con el presente estudio realizado,
donde la administracion del tratamiento solo con paracetamol logréd disminuir
significativamente las lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) en suero de ratas. Asimismo,
esta condicion es indispensable para que ocurra la siguiente etapa caracterizada por

produccion de EROs, estrés oxidativo y proceso inflamatorio.

La biotransformacion del paracetamol conlleva a la formacion de NAPQ1, el cual es un
metabolito muy reactivo que se une a proteinas mitocondriales produciendo estrés oxidativo
mitocondrial y aductos (APAP-proteina) hasta causar necrosis del tejido del hepatocito
(McGill et al. 2012). Por otro lado, un exceso de radicales libres de oxigeno (RLO) generado
por una situacién de estrés oxidativo cronico activa la peroxidacion lipidica de las
membranas celulares, lo que estimula la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) por los hepatocitos y las células de Kupffer. Esta citosina proinflamatoria es capaz de
inducir directamente la muerte celular al activar la via de las caspasas y generar grandes
cantidades de RLO al alterar la cadena respiratoria mitocondrial (Gonzélez-Pérez y Salas-
Flores 2008). Este efecto deletéreo sobre hepatocitos vulnerables explicaria la reaccion del
sistema de defensa antioxidante intracelular al aumentar la actividad de SOD, CAT y GSH
frente al exceso de ERO:s.

Por otro lado, la administraciéon de paracetamol ejerce un efecto dafiino a nivel hepético
mediante la formacién de radicales libres los cuales tienen la propiedad de oxidar a los
lipidos de las membranas plasmaticas y como consecuencia de ello se forman sustancias,
como el malondialdehido, que reaccionan con el &cido tiobarbiturico. En el presente trabajo
se ha demostrado la reduccion del marcador del estrés oxidativo (TBARS) en ratas

administradas con zumo de taperiba.

De esta forma, el estrés oxidativo es considerado como un mecanismo central del dafio
hepatocelular en esteatosis hepatica no alcoholica (EHNA). Los productos reactivos de la
peroxidacién de lipidos pueden potenciar el estrés oxidativo, tales como el malondialdehido

y el 4- hidroxineonenal. EI malondialdehido activa a las células estelares hepaticas y estas
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aumentan la sintesis de coldgeno y de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP’s)
lo cual favorece la fibrosis, asi como también contribuye a la inflamacién por activacion de
factor nuclear kB (NF-kB), el cual regula la expresién Te las citosinas proinflamatorias
(Martinez-L6pez et al. 2005). Lo anterior reafirma los resultados encontrados en el presente
trabajo, donde se observé macroscopicamente un aumento significativo del tamafio del
higado de ratas intoxicadas con paracetamol, lo que podria evidenciar un acimulo hepético

de productos de proceso inflamatorio aunado a un sobre exceso de triglicéridos.

Asimismo, la actividad antioxidante y hepatoprotectora de este zumo se justifica
probablemente por la presencia de &cido ascérbico, carotenoides, polifenoles y terpenoides;
los cuales poseen efectos protectores contra el estrés oxidativo (Gonzalez-Aguilar et al.
2008; Karasawa y Mohan 2018). Estos compuestos, llamados también antioxidantes
ex0genos, se unen a las especies reactivas de oxigeno (EROS) antes que las demas moléculas
y se oxidan al neutralizar al radical libre, actuando como moléculas suicidas (Venereo 2002,
Fusco et al. 2007, Bonnefoy et al. 2002, Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez 2018).

Estudios anteriores demostraron que los principales compuestos fenolicos encontrados en el
fruto taperiba son &cido clorogénico, rutina, quercetina, cido galico, taninos. Ademas, entre
los carotenoides se encontraron: B-criptoxantina, luteina, zeinoxantina, a. y B caroteno, -
criptoxantina (Oriondo et al. 2016, Franquin et al. 2005, Silva et al. 2018, Tiburski et al.
2011, Islam et al. 2013, Oliveira 2011). Asi también, Karasawa y Mohan (2018) indican que
los fitoquimicos (acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, taninos, lignanos y estilbenos),
vitaminas (provitamina A, C, E y K), minerales (potasio, calcio y magnesio) y fibras

dietéticas presentes en las frutas juegan un papel importante en la salud humana.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones del trabajo de investigacion se concluye lo siguiente:

1. La administracion del zumo del fruto de taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) a
dosisde 1 mL/kg p.v. y 5 mL/kg p.v. produjo una disminucion significativa de los niveles

de lipoperoxidacion (TBARS) en las ratas con dafio hepético inducido por paracetamol.

2. La administracion del zumo del fruto de taperiba (Spondias dulcis Sol. ex Parkinson) a
dosis de 5 mL/kg p.v. produjo una disminucién significativa del indice hepatico (IH) en

las ratas con dafio hepatico inducido por paracetamol.

3. La disminucion significativa de lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) se aprecio en
aquellas ratas que fueron administradas Unicamente con paracetamol, mientras que
aquellas que fueron administradas con el zumo del fruto de taperiba (Spondias dulcis
Sol. ex Parkinson) a dosis de 1 mL/kg p.v. y 5 mL/kg p.v. mostraron mayores niveles de

HDL-c sin llegar a ser significativo.

4. Los niveles de TG, glucosa, PT, GSH, SOD y CAT no fueron afectados
significativamente por los diferentes tratamientos; sin embargo, se obtuvieron mayores
valores numéricos de SOD, CAT y GSH y menores valores de PT con el tratamiento solo

con paracetamol.



VI. RECOMENDACIONES

En base a los estudios obtenidos en el presente estudio se recomienda

1.

Realizar estudios que determinen el perfil de compuestos bioactivos involucrados en

la bioactividad antioxidante de Spondias dulcis Sol. ex Parkinson.

Continuar los estudios evaluando la bioactividad antioxidante del zumo de taperiba
a mayores dosis que las administradas en el presente estudio y con un periodo de

tiempo mayor.

Realizar estudios que involucren la participacion del zumo del fruto y el paracetamol
sobre la concentracion de transaminasas en suero sanguineo y su relacién con el

estrés oxidativo.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1: Clasificacion taxonomica del fruto por el herbario del Museo de Historia

Natural

del haldogo v in Reconeiliacion Nacional
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Anexo 2: Caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa de taperiba

Ensayos Resultados
Humedad (g/100 g) 82.30
Cenizas (g/100 g) 0.42
Proteinas (g/100 g) 0.85

Grasa (g/100 g) 0.28
Carbohidratos (g/100 g) 14.5

Fibra (9/100 g) 1.03
Vitamina C (mg/100 g) 48.77

Capacidad antiox. (umol Equi. de Trolox/100 g) 669.01

Compuestos fendlicos (mg de & galico 37.12
equiv./100g)

Flavanoides totales (mg quercetina. equiv. / 100g) 4.39

Carotenoides totales (mg p-caroteno equiv./100 g) 2.57

Acidez (g./100 g) (&c. citrico) 0.98
pH 2.95
°Brix 11.52

Marcha fitoquimica

Azlcares reductores ausencia

esteroides presencia
alcaloides presencia
taninos presencia
saponinas presencia
terpenoides presencia
flavonoides presencia
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Anexo 3: Composicion de dieta estandar para ratas

PPAB-UNALM Porcentaje (%)

Materia seca 88.33
Proteina 20.00
Fibra 3.47
Grasa 7.48
Lisina 1.05
Metionina 0.51
Met-cys 0.86
Arginina 1.18
Treonina 0.77
Tript6fano 0.28
Glicina 0.86
Gli-Ser 1.86
Histidina 0.52
Leucina 1.72
Isoleucina 0.84
Fenilalanina 0.97
Phe-Tyr 1.82
Valina 0.97
Fosf. Total 0.50
Fosf. Disponible 0.20
Calcio 0.60
Sodio 0.08
Acido linoleico 3.70

Fuente: Planta Piloto de Alimentos Balanceados (s.f.)
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Anexo 4: indice hepatico en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la

administracion de los tratamientos

Indice
Tratamiento Repeticion | hepético (%)
R1 3,33
R2 3,22
R3 3,46
T1: Control negativo R4 3,78
R1 4,40
R2 4,10
R3 4,73
T2: Control positivo R4 4,42
R1 4,15
R2 3,95
R3 4,13
T3: Silimarina R4 4,00
R1 4,21
R2 4,04
R3 3,74
T4: ZTAP1 R4 4,40
R1 3,31
R2 3,66
R3 3,77
T5: ZTAP2 R4 3,68

ZTAPL: Zumo de taperiba (ImL/kg p.v.)

ZTAP2: Zumo de taperiba (5mL/kg p.v.)
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Anexo 5: Medida final de peso corporal y peso de higado en ratas con hepatoxicidad

inducida por paracetamol tras la administracion de los tratamientos

Peso
corporal (g) | Peso de higado

Tratamiento Repeticion (9)

R1 204,22 6,8

R2 217,67 7,0

R3 231,26 8,0

T1: Control negativo R4 198,53 7,5
R1 209,30 9,2

R2 239,09 9,8

R3 188,31 8,9

T2: Control positivo R4 214,90 9,5
R1 212,30 8,8

R2 222,53 8,8

R3 210,52 8,7

T3: Silimarina R4 215,21 8,6
R1 204,14 8,6

R2 200,50 8,1

R3 213,83 8,0

T4: ZTAP1 R4 204,65 9,0
R1 184,11 6,1

T5: ZTAP2 R2 221,36 8,1
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Anexo 6: Niveles de glucosa en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol tras

la administracion de los tratamientos

Glucosa

Tratamiento Repeticion (mg/dL.)
R1 80
R2 88
R3 85
R4 84
T1: Control negativo R5 82
R1 80
R2 96
R3 80
R4 82
T2: Control positivo R5 93
R1 78
R2 82
R3 99
R4 97
T3: Silimarina R5 88
R1 87
R2 83
R3 90
R4 82
T4: ZTAP1 RS 99
R1 92
R2 85
R3 88
R4 121
T5: ZTAP2 R5 90
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Anexo 7: Perfil lipidico en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la

administracion de los tratamientos

HDL-c en TGen
sangre sangre
Tratamiento Repeticion |  (mg/dL)* (mg/dL)**
R1 62 46
R2 52 54
R3 73 45
T1: Control negativo R4 68 45
R1 35 47
R2 37 45
R3 50 48
T2: Control positivo R4 35 45
R1 50 45
R2 30 45
R3 64 45
T3: Silimarina R4 46 45
R1 48 45
R2 42 45
R3 54 50
T4: ZTAP1 R4 63 74
R1 45 45
R2 51 81
R3 66 58
T5: ZTAP2 R4 59 61

HDL-c: lipoproteinas de alta densidad

TG: triglicéridos

72



Anexo 8: Actividad antioxidante en ratas con hepatoxicidad inducida por paracetamol

tras la administracion de los tratamientos

s | Cotalesa
(U/mg (U’”,“g
Tratamiento Repeticion proteina) proteina)
R1 17,24 0,28
R2 16,92 0,44
T1: Control negativo R3 17,19 0,46
R1 14,92 0,41
R2 31,97 0,81
T2: Control positivo R3 14,59 0,32
R1 13,81 0,33
R2 19,85 0,37
T3: Silimarina R3 26,13 0,49
R1 18,61 0,36
R2 15,57 0,32
T4: ZTAP1 R3 15,85 0,39
R1 17,00 0,45
R2 18,68 0,44
T5: ZTAP2 R3 16,48 0,36
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Anexo 9: Niveles de glutation reducido (GSH) en ratas con hepatoxicidad inducida por

paracetamol tras la administracion de los tratamientos

GSH
(U/mg

Tratamiento Repeticién | ProY)
R1 165,45
R2 168,29
T1: Control negativo R3 110,97
R1 362,28
R2 566,53
T2: Control positivo R3 341,55
R1 184,63
R2 547,41
T3: Silimarina R3 356,18
R1 182,92
R2 265,74
T4: ZTAP1 R3 282,38
R1 234,39
R2 227,52
T5: ZTAP2 R3 200,33
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Anexo 10: Niveles de lipoperoxidacion en ratas con hepatoxicidad inducida por

paracetamol tras la administracion de los tratamientos

TBARS
Tratamiento Repeticion (nmol/g prot)
R1 25,55
R2 26,90
R3 25,95
T1: Control negativo R4 26,72
R1 34,31
R2 39,64
R3 34,55
T2: Control positivo R4 60,18
R1 30,75
R2 27,24
R3 23,31
T3: Silimarina R4 24,58
R1 26,88
R2 27,89
R3 29,51
T4: ZTAP1 R4 27,42
R1 21,99
R2 23,02
R3 23,67
T5: ZTAP2 R4 22,97

TBARS: Especies reactivas del acido tiobarbiturico
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Anexo 11: Cuantificacion de proteinas totales (PT) de tejido hepético en ratas con
hepatoxicidad inducida por paracetamol tras la administracion de los tratamientos

PT
Tratamiento Repeticion mg/mL.
R1 51,53
R2 56,18
T1: Control negativo R3 51,68
R1 55,41
R2 26,54
T2: Control positivo R3 65,80
R1 62,55
R2 45,16
T3: Silimarina R3 43,30
R1 58,04
R2 53,08
T4: ZTAP1 R3 52,15
R1 53,23
R2 52,46
T5: ZTAP2 R3 53,39
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