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Resumen:

Introduccién: Las enfermedades hepaticas de evolucidon cronica degenerativa,
constituyen una de las causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Objetivos:
Determinar el efecto hepatoprotector del zumo de fruta del Opuntia ficus indica (tuna)
variedad morada, en ratas con intoxicacion hepatica inducidas por paracetamol.
Disefio: analiticos —experimental. Lugar: Centro de Investigacion de Bioquimica y
Nutricion. Participantes y materiales: se utilizaron 36 ratas machos con un peso de 269
g £22 g. Intervenciones: el zumo se obtuvo mediante un extractor casero. La induccién
fue realizada con paracetamol a la dosis de 400 mg/kg via peroral. Principales
medidas de resultados: alanina aminotransferasa (ALT U/L), aspartato amino
transferasa (AST U/L), gamma glutamil transferasa (GGT U/L), bilirrubina directa,
indirecta y total (mg/L), albumina sérica (g/dL), proteinas totales séricas (g/dL), especie
reactiva al &cido tiobarbitirico (TBARS suero nmol/mL e higado nmol/g) e indice
hepatico (%). Resultados: la administracion del zumo de Opuntia ficus indica “tuna”
variedad morada redujo de forma significativa actividad del ALT en los tres grupos
tratados, solo en el grupo VI la reduccidén fue significativa para el AST y GGT,
comparados con el grupo Il. Los grupos tratados con zumo de tuna V y VI expresaron
concentraciones superiores a los encontrados en el grupo Il, siendo esto significativo,
sin embargo los niveles de proteinas totales no mostraron variaciones significativas
entre ellos. Los grupos IV y V expresaron concentraciones menores de bilirrubina total
respecto al grupo I, pero sin embargo los niveles de bilirrubina directa en estos grupos
fueron del 31,54% y 41,67% respectivamente. Los niveles de TBARS en tejido
hepatico en los tres grupos tratados con zumo mostraron concentraciones inferiores al
grupo I, los mismos resultados se observan en la concentracion de TBARS en suero,
respecto al grupo Il. El indice hepatico fue menor en los grupos IV y VI. Conclusiones:
el zumo de Opuntia de ficus indica “tuna” variedad morada, presentd efecto
hepatoprotector, expresados en vario de los indicadores del dafo hepatico.

Palabras claves: Plantas medicinales, Opuntia ficus indica, tuna, hepatoprotector,
paracetamol.
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Summary:

Introduction: chronic degenerative liver disease evolution, constitute a cause of
morbidity and mortality worldwide. Objectives: To determine the hepatoprotective effect
of fruit juice Opuntia ficus indica (prickly pear) purple variety, in rats with
acetaminophen-induced liver toxicity. Design: analytical-experimental. Location: Center
Biochemistry and Nutrition Research. Participants and materials: 36 male rats were
used with a weight of 269 g + 22 g. Interventions: the juice is obtained by a homemade
extractor. Induction was performed with paracetamol at the dose of 400 mg / kg
perorally. Main outcome measures: alanine aminotransferase (ALT U / L), aspartate
aminotransferase (AST U / L), gamma glutamyl transferase (GGT U/ L), direct, indirect
and total bilirubin (mg / L), serum albumin (g / dL), serum total protein (g / dL),
thiobarbituric acid reactive species (TBARS serum nmol / mL and nmol / g) liver and
liver index (%). Results: Administration of Opuntia ficus-indica juice "tuna" purple
variety significantly reduced ALT activity in the three-treated group, only in Group VI
the decrease was significant for the AST and GGT, compared to group Il. The groups
treated with tuna juice V and VI expressed concentrations higher than those found in
group I, this being significant, however total protein levels did not vary significantly
between them. Groups IV and V expressed decreased total bilirubin respect to group I,
but nevertheless direct bilirubin levels in these groups were of 31.54% and 41.67%
respectively. TBARS levels in liver tissue in the three treated groups showed juice
concentrations less than group I, the same results were observed in TBARS
concentration in serum, compared to group Il. Liver index was lower in groups IV and
VI. Conclusions: the juice of Opuntia ficus indica "tuna" purple variety, introduced
hepatoprotective effect, expressed in various indicators of liver damage.

Keywords: Medicinal plants, Opuntia ficus indica, tuna, hepatoprotective, paracetamol.

X



Tabla de contenidos:

L INTRODUCCION. ..ottt 1
Il. HIPOTEISIS Y OBJETIVOS
2. HIPO SIS . 8
2.2 OB tIVOS. . et 8
2.2.1 ODbjetivo general....... .o 8
2.2.2 ODbjetivos eSPECITiCOS. ... ..uiuiiiiie e 8
lll. METODOS
3.1 Tipo de iNVESHIGACION. ...t 9
3.2 Materiales. ..... ..o 9
3.3 VaNiablES. o 10
3.4 Preparacion de la muestra
3.4.1 Recoleccion y estabilizacion de la muestra de Opuntia ficus indica....... 12
3.4.2 Obtencion del zumo de pulpa de fruta de Opuntia ficus indica............... 12
3.5 Técnica de induccién a la hepatotoxicidad
3.5.1 Acondicionamiento de los animales de experimentacion.................... 12
3.5.2 Tratamiento e induccion a la hepatotoxicidad.................ccooeeiinn.n. 12
3.6 Cuantificacién de la actividad de enzimas y metabolitos plasmaticos............ 14
3.6.1 Determinacion de la actividad del Y-glutamiltransferasa...................... 15
3.6.2 Determinacion de la bilirrubina directa, indirecta y total....................... 15
3.6.3 Determinacion de la actividad de las transaminasas........................... 17
3.6.4 Determinacion de la Albumina SErica..........ccvvveiiiiiiiiiiiiiieeeeeae 19
3.6.5 Determinacion de las Proteinas totales séricas...............coovoiiieninnnn. 19
3.6.6 Determinacion de la Lipoperoxidacion............cccccveviiiiiiiiiieiiiieeeen 20
3.7 ANAlISIS de datos.........ouieiiii 22
3.8 ASPECLO BtICO. ... e 22
IV RESULT ADOS . ...t e e e 23
V DISCUSION. ... ..o e 28
VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES. ... .. 33
5.2 RECOMENDACIONES. ... .o i 33

VII BIBLIOGRAFIA . ... e 34



indice de cuadros

Cuadro N® 01: Tratamiento administrado a los grupos experimentales

Cuadro N° 02: Determinacién de la actividad de la Y-glutamiltransferasa..... 15

Cuadro N° 03: Determinacion de bilirrubina directa, indirecta y total............ 16
Cuadro N° 04: Determinacion de actividad de transaminasas.................... 18
Cuadro N° 05: Determinacion de albumina sérica...............ooovvviiiiinnen. 19
Cuadro N° 06: Determinacion de las proteinas totales séricas.................... 20

Cuadro N° 07: Determinacion de especies reactiva al acido tiobarbiturico.... 21

X1



Efecto hepatoprotector del zumo de fruta del Opuntia ficus indica (tuna), variedad morada, en ratas con
intoxicacion hepatica inducida con paracetamol

. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas de evolucidén cronica degenerativa, constituyen una de
las causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, siendo la hepatitis viral de
mas alta endemecidad en nuestro pais y la cirrosis hepatica la causa mas frecuente
de presentacion crénica asociada a la mortalidad 2. Las enfermedades hepaticas
tienen una importante prevalencia en Latinoamérica, de una manera similar a lo que
ocurre en el resto del mundo. En el Peru segun el andlisis de la situacion de salud, la
cirrosis hepatica y ciertas otras enfermedades cronicas del higado, tienen una tasa
de mortalidad de 21,3 por 100 000 habitantes, ocupando el 9° lugar, en orden de
magnitud entre las defunciones generales, y es la segunda causa de muerte entre

defunciones registradas para el grupo etario de 20 a 65 afios .

La Cirrosis es considerada una presentacion asintomatica hasta que se manifieste
las complicaciones con ictericia, eritema palmar, ascitis, hedor hepatico, anorexia,

pérdida de peso entre otras y por consecuencia a la muerte .

La prevalencia de la enfermedad hepatica en nuestro pais, ha llevado a la poblacién
buscar explicaciones, asi como formas de tratarlas, originandose creencias y mitos,
por motivo la cultura popular ha creado tratamientos alternativos (medicina
tradicional) y/o la automedicacion que son compartidas por la poblaciéon sin
diferencia de nivel educativo ni socioecondmico, lo que ha condicionado a la

poblacion a un mayor riesgo de enfermedad ©7.

La unidad histolégica del higado es el lobulillo hepatico, el cual es aproximadamente
hexagonal, organizado alrededor de las venas hepaticas centrilobulillares con
cordones de hepatocitos y sinusoides que se irradian hacia afuera ®9. Pero, la
unidad funcional del higado por su organizacion es el acino hepatico, el cual es
considerado como una pequena masa parenquimatosa de tamano y forma irregular,
organizada entre dos venas centrilobulillares y cuyo eje consiste de una arteriola

hepatica, vénula portal, vasos linfaticos y nervios &9,

Entre las numerosas funciones desarrolladas por los hepatocitos se encuentran la
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sintesis de la mayoria de las proteinas séricas (albumina, proteinas transportadoras,
factores de coagulacion, factores hormonales y de crecimiento), asi como la
produccidén de bilis con sus transportadores (acidos biliares, colesterol, lecitina,
fosfolipidos). Ademas se encargan de la regulacion de los nutrientes (glucosa,
glucégeno, acidos grasos, aminoacidos), como del metabolismo y conjugacién de los
compuestos lipofilicos (bilirrubina, cationes, farmacos), para excretarlos por la bilis o
la orina; asi mismo, del almacenamiento de vitaminas (A, D, B12) y minerales como

el hierro en forma de ferritina ©1.

Los RL generados por el metabolismo de los xenobioticos, no solo quedan en su
lugar de origen, sino que circulan por el torrente sanguineo afectando a otras
membranas celulares de nuestro organismo. La albumina, capta estos RL con lo
cual conllevaria a un aclaramiento rapido de la circulacion y con ello una disminucién

de sus niveles 7.

En todos los érganos y tejidos se producen episodios de lesién en respuesta a la
accién de diferentes tipos de noxas. En el caso concreto del higado, estas noxas
pueden ser de tipo metabdlico, toxico, microbiana, circulatorio y neoplasico, capaces
de producir lesiones celulares en el higado, que conducird a una alteracién
funcional, esta disfuncién, puede deberse a una alteracién aguda, a un proceso
cronico o a una exacerbacion aguda de un proceso crénico, manifestandose
principalmente con la muerte de las células parenquimatosas (hepatocitos) tanto por
necrosis como apoptosis independientemente del agente etiolégico (%',

Como consecuencia a la exposiciéon de estas lesiones el higado ha desarrollado
numerosos mecanismos de defensa que le permiten protegerse y recuperarse de él.
Si el dano es limitado (hepatitis aguda), se produce una respuesta regenerativa de
los hepatocitos que reemplazara al tejidos afectados, restableciéndose asi la
arquitectura hepatica normal %. Sin embargo, cuando el agente lesivo persiste y su
accion sobrepasa la capacidad defensiva y reparadora hepatica, se produce una
respuesta caracterizada por una regeneracién celular desordenada, inflamacién y

fibrosis 1319,

En este escenario, la muerte (apoptosis y/o necrosis) hepatocelular coexiste con los

2
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fenémenos de reparacion tisular, inflamacién, regeneracion y fibrosis, lo que causara
una paulatina disminucion de la masa hepatocelular y una progresiva distorsion
anatémica y funcional del lobulillo hepatico 2. El resultado final es la cirrosis, desde
el punto de vista anatomico y la insuficiencia hepatica crénica, desde el punto de

vista funcional 2.

Las pruebas de funcién hepética que se emplean para el diagndstico, seguimiento, y
pronostico en pacientes con enfermedad hepatica son denominados marcadores de
funcion hepatica, que incluye varios parametros bioquimicos como son: las aspartato
aminotransferasas (AST), alanina  aminotransferasas (ALT), gamma
glutamiltranspeptidasa (Y-GTP), fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina, albumina y
actividad de protrombina entre otros. Solo las tres ultimas miden la capacidad

funcional del higado, siendo los demas potenciales indicadores de dano hepatico
(16,17)

Estas pruebas especificas también se pueden agrupar en: a) Marcadores de
necrosis hepatica, (AST, ALT y la Y-GTP) de todas las transaminasas solamente las
AST y ALT se encuentran en circulacién. Las AST se encuentran primariamente en
las mitocondrias y citoplasma celular del corazén, higado, muasculo esquelético,
pancreas, rindn y eritrocitos, las ALT se encuentran primariamente en el citoplasma
celular hepatico. En lesiones agudas hay elevacién con predominio de la ALT sobre
las AST, debido a cambios en la permeabilidad de la membrana celular, mientras
que el predominio de las AST nos indicara una destruccion mitocondrial, indice de

una verdadera lesion celular 1819

La determinacién de la concentraciéon de la bilirrubina no conjugada (Indirecta) y
conjugada (Directa) es un indicador de utilidad para el diagnéstico de ictericia y
enfermedades hepatica, cuando la concentraciéon promedio de la bilirrubina total se
eleva por encima del nivel esperado, es necesario especificar las concentraciones
de la bilirrubina conjugada y no conjugada. Cada determinacion ayuda a la
clasificacién general de las hiperbilirrubinemias 9. El incremento de bilirrubina total
esté relacionada al dafno hepatocelular, colestasis intrahepética y obstruccién biliar
extrahepatica #?.
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Las lesiones hepaticas pueden variar segun el agente etioldgico, pero existe
mecanismos comunes implicados en la patogenia y/o desarrollo de estas lesiones
destacando las siguientes: la activacion de las células de Kupffer y el reclutamiento
de células inflamatorias (neutrofilos y monocitos); la aparicidon de estrés oxidativo
debido a la formacién de radicales libres; la produccién de citocinas, como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF()
y, por ultimo, la liberacion de mediadores lipidicos de inflamacion derivados del &cido
araquidonico, como las prostaglandinas (PG), los leucotrienos (LT) y el factor de
activacion de las plaquetas (PAF) .

Los radicales libres (RL), se puede definir como una especie quimica, neutra o
cargada, cuya capa periférica contiene uno o mas electrones desapareados,
situacidon que le confiere gran inestabilidad desde el punto de vista cinético y
energético, induciendo a la sustraccién de un electron, de moléculas estables, con
el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Aunque su vida media es realmente
corta, desde milisegundos a nano segundos, en cada reaccion de oxidacion con otro
atomo o molécula, un RL puede generar varias formas de RL con diferente nivel de
estabilidad y toxicidad V.

El mecanismo antioxidante mas importante intracelular es el mediado por el glutation
(GSH), este es un tripeptido (GSH, Y-L-glutamil-Lcisteinil-glicina) que protege a la
célula de diferentes especies oxidantes. EL contenido hepatico del GSH oscila entre
5y 10 nmol/L y esta influenciado por varios factores como: la disponibilidad de
aminoacidos precursores, la actividad de gama glutamilcistein sintetasa (GGCS), el
flujo de GHS desde el higado, el uso intracelular del GHS como agente reductor de
peréxidos toxicos, la conjugacion con metabolitos electrofilicos y por la combinacién
de todos estos factores ??. Asi como la interaccion sinérgica de su actividad con
otros agentes antioxidantes como la vitamina C, E y la SOD ®. Siendo el GSH el

mecanismo antioxidante mas importante en el higado 2.

El desbalance de este equilibrio en el organismo, debido a una mayor produccion de
especies reactiva de oxigeno (EROs), y/o una menor capacidad de los antioxidantes,

conduce al estrés oxidativo 9.
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El paracetamol es un medicamento analgésico-antipirético que se comercializa
libremente sin necesidad de prescripcion médica, siendo uno de los medicamentos
més usados en nifios ). En condiciones normales es glucoronizado y sulfatado en
un 90% y luego eliminado por via urinaria. A dosis normal, no produce efecto toxico,

pero en caso de sobredosis puede producir dafio hepatico .

Cuando el paracetamol es administrado, el 95% es metabolizado en el higado y el
resto se excretan inalterado por la orina, de la fraccion metabolizada por el higado,
el 90% sufre conjugacion con acido glucurdnico o sulfatos y el resto es metabolizado
por el citocromo P-450, produciéndose un metabolito téxico: N-acetil-p
benzoquinoneimida (NAPQI). Este metabolito es rapidamente detoxificado gracias a
la conjugacién con glutation (GSH) @9

La tendencia actual del cuidado de la salud, tiene como visién y misidén dar prioridad
a la prevencion y la promocion, frente a la curacion. Es por ello que la meta principal
de las politicas de salud debe estar encaminada a disminuir la incidencia de las

principales enfermedades ©°.

Numerosos estudios epidemioldgicos indican que el consumo de frutas y vegetales
esta relacionado con la disminucion de la morbilidad y mortalidad de enfermedades
cronicas degenerativas como  aterosclerosis, enfermedades coronarias,

g (28:30)

envejecimiento y algunos tipos de cancere Este efecto positivo de los

alimentos de origen vegetal se deberia a la presencia de diversos nutrientes y

fitoquimicos con actividad antioxidante ©'-32),

El término Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japén en la década
de los 80 con la publicacién de la reglamentacion para los "Alimentos para uso
especifico de salud" ("Foods for specified health use" o FOSHU) y que se refiere a
aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que desempenan
una funcion especifica en las funciones fisiolégicas del organismo humano, mas alla

de su contenido nutricional ©2.

Segun la The Internacional Life Science Institute (ILSI) establece que se puede
considerar que un alimento es funcional si logra demostrar satisfactoriamente que

posee un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas en el organismo,

5
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que mejora el estado de salud y bienestar, o bien que reduce el riesgo de una
enfermedad ®%.

Los estudios realizados por Diplock 1991, ®® Manach 2004 ®® y Gema, ®” sefialan
que la ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitamina C, E y
compuestos fitoquimicos como los flavonoides, previenen o disminuyen el desarrollo
de ciertas enfermedades cronicas degenerativas, sefialando que una dieta, con
predominio de vegetales, aumenta la defensa antioxidante del organismo, evitando
asi el dano oxidativo.

La relacidn entre el estrés oxidativo y las enfermedades crdnicas degenerativas, han
estimulado investigaciones sobre compuestos, farmacos y alimentos con la finalidad
de proteger al organismo de los efectos nocivos de ciertas hepatotoxinas, que el
hombre puede ingerir o para contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de
defensa antirradicalarios en el higado, siendo estos agentes Illamados
hepatoprotectores &7

Son innegables los beneficios que acarrea a la salud humana el mantener una dieta
elevada en frutas y verduras, beneficios que se atribuyen principalmente al poder
antioxidante de los nutrientes y fitoquimicos (fitonutrientes) presentes en ellos.
Ciertos alimentos como el fruto de la opuntia ficus indica (tuna), contiene altos
niveles de agentes antioxidantes como acido ascorbico, compuestos fendlicos,
carotenoides y pigmentos betalainicos los cuales podrian ejercer efectos benéficos

en aquellas enfermedades que generan o son generadas por estrés oxidativo 839,

“Tuna” es el nombre comun dado en Peru, Chile, Argentina y México, al fruto de la
especie cientificamente denominado Opuntia ficus-indica, proveniente de la familia
Cactaceae. El fruto tuna (Opuntia ficus Indica) es ovoide compuesta de una parte
carnosa llamada pulpa. La pulpa es la parte mas densa mucilaginosa, dulce y
aromatica, que lleva insertadas numerosas semillas. La parte carnosa esta protegida
por una corteza de mayor dureza (pericarpio o cascara) cubiertos de pequeios
grupos de espinas. En general se trata de un fruto de facil digestion con sabor y

aroma agradable ‘9.

Segun ITINTEC 1989 “" las variedades de tunas existentes en el Perl se

6
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diferencian por la coloracién del fruto y por la presencia o ausencia de espinas. Asi

se tiene la siguiente clasificacion segun la coloracion: blanca, amarilla, colorada y
morada.

El objetivo del estudio es determinar si el zumo de Opuntia ficus indica, variedad

morada, presenta efecto hepatoprotector frente al paracetamol a dosis toxica.

7
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:
2.1 Hipétesis:

El zumo de fruta del Opuntia ficus indica (tuna), variedad morada, presenta efecto
hepatoprotector en ratas inducida por paracetamol.

2.2. Objetivos
2.2.1 Objetivo General:

e Determinar el efecto hepatoprotector del zumo de fruta del Opuntia ficus
indica (tuna) variedad morada, en ratas con intoxicacion hepatica inducidas
por paracetamol.

2.2.2 Objetivos especificos:

e Determinar el efecto del zumo de fruta de Opuntia ficus indica, variedad
morada, sobre los niveles de especies reactiva al acido tiobarbiturico, en ratas
inducidas por paracetamol.

e Determinar el efecto del zumo de fruta de Opuntia ficus indica, variedad
morada, sobre la actividad de las enzimas indicadoras del dafio hepatico en
ratas inducidas por paracetamol.

e Determinar el efecto del zumo de fruta de Opuntia ficus indica, variedad
morada, de los niveles de metabolitos séricos no enzimaticos indicadores del

dano hepatico en ratas inducidas por paracetamol.
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lll. METODOS
3.1. Tipo de investigacion:
Segun la finalidad: Analitico
Por la secuencia de estudio: Transversal
Por el control de los factores de estudio: Experimental.
Inicio del estudio en relacién a los hechos: Prospectivo
3.2. Materiales
Materiales de laboratorio y reactivos
Equipos:

Homogenizador
Espectrofotdmetro
Centrifuga

Reactivos y farmacos:

Metanol
Acido tiobarbittrico
Tricloroacético

Silimarina

Material biolégico

Se utilizaron 36 Rattus norvergicus var. Holtzman, machos de 2-3 meses de
edad cuyos pesos promedio estaban comprendidos entre 200 a 250 g,
procedentes del bioterio del centro de Produccion de la Universidad Agraria
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de la Molina (UNALM).

La fruta de Opuntia ficus indica (tuna) variedad morada fueron obtenidas por
conveniencia, y se adquirieron en la provincia de Carhuaz de la Region de
Ancash.

3.3. \Variables:
Variable independiente:
Zumo de fruta de Opuntia ficus indica variedad morada:

Se entiende al extracto sin fermentar, pulposo, turbio o clarificado, destinado a
consumo directo, obtenido por procedimiento mecanico a partir de fruta madura y
sana. (CODEX 2005) “?)

Variable dependiente:
Efecto hepatoprotector en ratas:

Es la proteccion del higado frente a la variacién de la defensas antirradicalarios del

organismo por efectos nocivos de xenobioticos (43-49),

10
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Operacionalizacion de variables

Variable: Definicion

. . Indicadores: Definicion operacional Escala de
contigc::tajgllede la Dimensiones de los indicadores Puntos de corte medicién
Zumo a dosis de 10,00
Zumo de fruta de e Dosis del zumo de fruta de Opuntia mL/kg o
Opuntia ficus indica ficus indica (mL/kg de peso de la * Cuantitativa de

variedad morada:

rata)

Zumo a dosis de 5,00 mL/kg
Zumo a dosis de 2,50 mL/kg

razon.

indice de hepatomegalia

. e Comparado con el grupo ]
Tejido Hepatico e Niveles de especies reactivas al control (+). * Derazon.
acido tiobarbiturico.
e Actividad de Ila alanina amino
transferasa en suero.
Efecto hepatoprotector e Actividad de la aspartato amino
. transferasa en suero.
en ratas:
Marca}dqres e Actividad de la transferasa de y- Comparado con el grupo
bioquimicos en . e De razon.
Suero glutamil. control (+).

Niveles de especies reactivas al
acido tiobarbiturico en suero.

Niveles de  Dbilirrubina directa,

indirecta y total en suero.
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3.4. Preparacién de la muestra

3.4.1. Recoleccion vy estabilizacion de la muestra de Opuntia ficus
indica: La muestra fue recolectada en la provincia de Carhuaz, Regién de Ancash,
en el mes de noviembre del 2011. Se recolecto la variedad morada en su estado de
madures biolégica con la cascara integra, la cual fue identificada por el color. La
fruta fue almacenada en cajas de madera y envuelta en tela de yute, para su envio a

la ciudad de Lima.

3.4.2. Obtencion del zumo de pulpa de fruta de Opuntia ficus indica: el
zumo de la pulpa del fruto de Opuntia ficus indica, variedad morada, se obtuvo
mediante un extractor de fruta marca Moulinex durante 1 minuto, a temprana hora
del dia, El zumo obtenido se conservd en un frasco de color ambar. Se preparé dos

diluciones, al medio y al cuarto, con suero fisiologico.
3.5. Técnica de induccion a la hepatotoxicidad

3.5.1. Acondicionamiento de los animales de experimentacion: Las ratas
fueron distribuidas de manera aleatoria en seis grupos (n=6). (Ver tabla N° 01),
colocandolos en jaulas individuales en un ambiente de temperatura constante de
20°C, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Tuvieron 7
dias de aclimatacion antes de iniciar propiamente el experimento, recibiendo una
alimentacion balanceada (Dieta normocalérica y normoproteica) obtenida de UNALM

y agua ad libitum.

Posteriormente a la semana de aclimatacion los animales siguieron recibiendo la

misma dieta y agua ad libitum, ademas de los respectivos tratamientos.

3.5.2. Tratamiento e induccion a la hepatotoxicidad: Para demostrar el
efecto hepatoprotector, se administraron los tratamientos via peroral durante 10 dias
y estaban constituidos por Zumo del tuna (opuntia ficus indica) variedad morada,
Silimarina a dosis, 100 mg/kg.p.c y paracetamol en una dosis 400 mg/kg.p.c se
empleé el siguiente protocolo:

Los tratamientos administrados a cada grupo fueron los siguientes:

12
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Grupos controles:

Grupo l.- Se le administré 10 mL/kg de suero fisioldgico, via peroral, durante los 10
dias, en el 6° dia se le administr6 una segunda dosis de suero fisioldgico con un
tiempo de diferencia de una hora, hasta el dia 10.

Grupo Il.- Se le administré6 10 mL/kg de suero fisiolégico, via peroral, durante los 10
dias, en el 6° dia se le administré paracetamol 400 mg/kg, via peroral, con un tiempo

de diferencia de una hora, hasta el dia 10.

Grupo lll.- Se administro silimarina a dosis 100 mg/kg, via peroral, durante 10 dias.,
en el 6° dia se administr6 paracetamol 400mg/kg, via peroral, se continu6 el

procedimiento hasta el dia 10.
Grupos Experimentales:

Grupo IV, V y VIL.- Se administré el zumo de tuna (puro o diluido) por via peroral por
10 dias, a partir del 6° dia, se administrd paracetamol 400mg/kg, via peroral, hasta el
dia 10. (Ver tabla N2 01)

Cuadro N2 01: Tratamiento administrado a los grupos experimentales

Pre-tratamiento via

peroral 5 dias Tratamiento via peroral 5 dias

Suero fisiologico 10 o o
Suero fisiologico + suero fisiolégico

Grupo | mL/kg

Suero fisiologico 10 Suero fisioldgico + Paracetamol 400
Grupo Il mL/kg mg/kg
Grupo Il Silimarina 100 mg/kg Silimarina + Paracetamol 400 mg/kg
Grupo IV Zumo 2,5 mL/kg Zumo de fruta + Paracetamol 400 mg/kg
Grupo V Zumo 5 mL/kg Zumo de fruta + Paracetamol 400 mg/kg
Grupo VI Zumo 10 mL/kg Zumo de fruta + Paracetamol 400 mg/kg

13
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Concluido el periodo experimental, los animales de experimentacion, fueron
sometidos a un ayuno previo de 14 horas, posteriormente fueron anestesiados por
inhalacion de vapores de éter en una campana de vidrio.

Se extrajo sangre por puncién cardiaca, en tubos sin aditivos anticoagulante, el cual
fue centrifugado a 4 000 rpm y protegido de la luz solar, hasta el momento del
andlisis. Los animales de experimentacion fueron sacrificados por dislocacion

cervical, cumpliendo las normas éticas para estos animales “®.

Inmediatamente se realizé laparotomia abdominal para extraer el higado, el cual fue
lavado en solucién fisiolégica 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 hepético y % de inhibicion. Del I6bulo mayor se secciono aproximadamente
un 0,5 g conservandolo a una temperatura de 4°C para su posterior analisis.

W Higado
indice hepatico = e X100
W animal
W: Peso
IH G2 - IH grm0
% de Inhibicibn = = e X100

IH &2

IHgz : Indice hepatico del grupo Il

IHatro : indice hepatico del tratamiento

3.6. Cuantificacion de la actividad de enzimas y metabolitos plasmaticos:

Se cuantifico las siguientes enzimas y metabolitos en sangre por duplicado:

14
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3.6.1. Determinacion de la actividad del Y-glutamiltransferasa: Segun el

método de Szasz, G 9.

Fundamento: La y-glutamiltransferasa es una carboxipeptidasa que cataliza la

siguiente reaccién:

L-Y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina -------- L-y-glutamilglicina +

5-amino-2-nitrobenzoato
Reactivo: el reactivo reconstituido presenta la siguiente composicion:

Buffer Tris (100 mmol/L) pH 8,25; L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (2,9 mmol/L),
glicilglicina (100 mmol/L)

Protocolo: Se empled el siguiente protocolo

Cuadro N2 02: Determinacion de la actividad de la Y-glutamiltransferasa

mL Reactivo reconstituido 1

Pre incubar unos minutos a 37°C

WL suero 1000

Mezclar rapidamente y proseguir de inmediato la incubacion, encender el

cronémetro.

Registrar la absorbancia a los 1, 2 y 3 minutos. Determinar la diferencia promedio de
absorbancia (AA/min) restando cada lectura de la anterior y promediando los

valores. Utilizar este promedio para los calculos.
La actividad de la enzima fue determinado por la siguiente formula:
y-glutamil transferasa (U/l) = AA/min x 1 158

3.6.2. Determinaciéon de bilirrubina, directa indirecta y total: Segun el
método de Jendrassik-Grof 9.

Fundamento: La bilirrubina reacciona especificamente con el acido sulfanilico
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diazotado produciendo un pigmento color rojo-violaceo (azobilirrubina) que se mide
fotocolorimétricamente a 530 nm.

Si bien la bilirrubina conjugada (directa) reacciona directamente con el
diazorreactivo, la bilirrubina no conjugada (indirecta) requiere la presencia de un

desarrollador acuoso benzoato de cafeina que posibilita su reaccion.

Reactivos:

¢ Reactivo A: Solucién acuosa de benzoato de cafeina 0,13 mol/L, tamponada y
estabilizada.

¢ Reactivo B: Solucién de &cido sulfanilico 29 mmol/L y &cido clorhidrico 0,17
mol/L.

e Reactivo C: Solucion de nitrito de sodio 0,07 mol/L.
e Diazorreactivo: Mezclar 1 parte de Reactivo C con 21 partes de Reactivo B.
o Estandar de Bilirubina.

Protocolo: se empled el siguiente protocolo.

Cuadro N2 03: Determinacion de bilirrubina, directa indirecta y total

Bilirrubina
Blanco Directa Total
ML Suero 200 200 200
mL Agua destilada 2,5 2,5
mL Reactivo A -- -- 2,5
ML Reactivo B 200 -- --
ML diazorreacctivo -- 200 200

Mezclar de inmediato cada tubo por inversidon. Luego de 5 minutos, leer en

espectrofotometro a 530 nm, llevando el aparato a cero con agua destilada.
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Se preparoé el estandar de bilirrubina, siguiendo el protocolo anterior.

La concentracion de bilirrubina se determind mediante la siguiente formula.

[ST]
[Bilirubina total mg/L] = X ABSt.g)
ABSst.8)
I [ST]
[Bilirrubina Directa
X ABS(D-B)
mg/L] =
ABSst.g)

[Bilirrubina Indirecta] = Bilirrubina Total — Bilirrubina Directa

3.6.3. Determinacion de la actividad de las Transaminasas: Segun el

(método Reitman y Frankel) '

Fundamento: Las transaminasas son aminotransferasa que cataliza la siguiente

reaccion:
AST
L-aspartato + a-cetoglutarato = ----==-==-s=nu-- Glutamato + oxalacetato
ALT
L-alanina + a-cetoglutarato = --------e-eeeee- Glutamato + acido piruvico

El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato),
reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina produciéndose, en medio alcalino, un

compuesto coloreado que se mide a 505 nm.
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Reactivos:

e Reactivo A (ALT): solucién de L-alanina 200 mmol/L y a-cetoglutarato 2

mmol/L de en buffer fosfatos 100 mmol/L, pH 7,4.

e Reactivo A (AST): solucién de L-aspartato 100 mmol/L y a-cetoglutarato 2

mmol/L en buffer fosfatos 100 mmol/L, pH 7,4.

¢ Reactivo B: solucion de 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNFH) 1 mmol/ en HCl 4
1 mol/L.

e Reactivo C: soluciéon de NaOH 0,4 N.
Protocolo: Se empleé el siguiente protocolo.

Cuadro N2 04: Determinacion de la actividad de las transaminasas

Blanco Muestra

mL Reactivo A (AST o ALT) 0,5 0,5

Colocar en bafno de agua a 372 C 5 minutos.

ML suero -- 100

ML agua destilada 100 --

Mezclar por agitacion suave e incubar exactamente 30 minutos y

agregar:

mL Reactivo B 0,5 0,5

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37° C. Luego agregar:

mL Reactivo C 5 5

Mezclar por inversion y retirar del bafo. Después de 2 minutos leer la absorbancia

en espectrofotdmetro a 505 nm, llevando el aparato a cero D.O. con agua destilada.

18

Sanchez Torres Carlos Alberto — Sotomayor Rios Guillermo Carlos



Efecto hepatoprotector del zumo de fruta del Opuntia ficus indica (tuna), variedad morada, en ratas con
intoxicacion hepatica inducida con paracetamol

Se prepar6 una curva para la determinacion de la actividad enzimatica.
3.6.4. Determinacién de Albumina sérica: segiin método de bromo cresol “4”

Fundamento: La albumina reacciona especificamente (sin separacion previa) con la
forma aniénica de la 3,3',5,5'-tetrabromo cresolsulfonaftaleina (BCG). El aumento de
absorbancia a 625 nm respecto del Blanco de reactivo, es proporcional a la cantidad

de albumina presente en la muestra.

Reactivo: solucion de BCG 0,3 mmol/L, buffer acetato 0,1 mol/L y polioxietilén lauril

éter 0,9 g/L.
Protocolo: Se empleé el siguiente protocolo:

Cuadro N2 05: Determinacion de la albumina sérica

Blanco Estandar Muestra
WL Estandar de albumina 3 g/dL 10
ML Suero 10
mL Reactivo 2,5 2,5 2,5

Mezclar con varilla. Mantener los tubos entre 15 y 28°C durante 10 minutos. Leer en

espectrofotometro a 625 nm, llevando a cero con el Blanco de Reactivo.

Se empled la siguiente formula para determinar la concentracién:

[Albumina g/dL] R X ABSyp

3.6.5. Determinacion de Proteinas totales sérica: Segiin método de Biuret 4"
Fundamento: Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ién cuprico
en medio alcalino, para dar un complejo color violeta con maximo de absorcién a

540 nm, cuya intensidad es proporcional a la concentracion de proteinas totales en
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la muestra.

Reactivo: Complejo EDTA/Cu*? 13 mmol/L en NaOH 875 mmol/L y alquil aril poliéter
(AAP).

Protocolo: Se empled el siguiente protocolo:

Cuadro N2 06: Determinacion de las proteinas totales séricas

Blanco Estandar Muestra
pL Estandar de proteina 8 g/dL 10
ML Suero 10
mL Reactivo 1 1 1

Mezclar con varilla. Incubar durante 15 minutos a 372 C.
Leer en espectrofotdmetro a 540 nm, llevando a cero con el Blanco de Reactivo.

La concentracion se determind con la siguiente formula:

[Proteinag/dL] = oo X ABSwp

3.6.6. Determinacion de la Lipoperoxidacion: Segun el método de Buege y
Aust) 48,

Homogenizado de higado: Se peso 0,5 g de tejido hepatico del I6bulo mayor y se
homogenizo con buffer fosfato 0,1 mol/L pH 7,4

Fundamento: La reaccion de dos mol de &cido tiobarbiturico con una mol de
malonaldialdehido, que es producto de la lipoperoxidacion de los acidos grasos,
dando un color rosado con una absorcidon maxima a los 532 - 535 nm.
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O SH
CH g Ny -OH OH N |
| -~
CHy + 2 | ™ N, ‘=c—C=C—'=x N
2 : H H H
(':.'H Q;*-Hﬂftb_\
J} 5 oOH OH

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

Para esta técnica se utilizé el sobrenadante del homogenizado de higado preparado

en puntos anteriores o suero, se le agrego TCA al 20% para desproteinizar.
Reactivos:

Acido tricloroacético 20%

Acido tiobarbittrico 0,67% en HCI 0,25N

Protocolo: Se sigui6 el siguiente protocolo.

Cuadro N2 07: Determinacion de Especies reactiva al acido tiobarbiturico

Blanco Homogenizado  Suero

mL Buffer fosfato 0,3 -- --
mL Suero -- -- 03
mL Homogenizado de higado 0,3

mL TCA 20% 0,6 0,6 0,6

Hervir por 10 minutos

TBA 0,67/HCI 0,25 N 0,9 0,9 0,9

Hervir por 20 minutos

Se centrifugo a 3 500 RPM y se separé el sobrenadante, para luego ser leido a 535

nm.
Los calculos de concentracidon se determinaron mediante la formula:

Absorbancia=¢.1.c

21

Sanchez Torres Carlos Alberto — Sotomayor Rios Guillermo Carlos



Efecto hepatoprotector del zumo de fruta del Opuntia ficus indica (tuna), variedad morada, en ratas con
intoxicacion hepatica inducida con paracetamol

€=1,56 x 10° M cm ' (coeficiente de extincién molar)
| =1 cm (ancho de la cubeta)
¢ = concentracidon de la muestra.

3.7. Analisis de datos: Se le realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro—
Wilk, para luego realizar la prueba de analisis de varianza.

3.8. Aspecto ético

Los animales fueron tratados segun las normas éticas de experimentacion

animal 49,
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IV. RESULTADOS

Actividad enzimatica de ALT, AST y y-glutamiltranspeptidasa en suero: En la
Tabla N° 08 se puede observar que la actividad sérica de ALT, AST y y-
glutamiltranspeptidasa se incrementaron de manera significativa en el grupo I, que

recibié paracetamol a 400 mg/kg, comparado con el grupo I.

Cuadro N° 08: Actividad sérica de ALT, AST y y-glutamiltranspeptidasa

. y-glutamil
Sustancia ALT AST _
o AST/ALT transpeptidasa
administrada U/L U/L
U/L
Grupo | Suero fisioldgico 10,90 £0,832 9,93 +0,662 0,91 3,67 £0,272
Suero fisiol6gico +
Grupo I 55,36 £3,65 36,71 2,81 0,66 5,02 £0,27
Paracetamol
Silimarina +
Grupo Il 15,64 £1,49¢ 12,31 +1,452 0,79 2,89 +0,582
paracetamol
Zumo 2,5 mL/kg +
Grupo IV 37,86 +3,46%° 35,21 +3,21° 0,93 4,71 £0,40°
paracetamol
Zumo 5 mL/kg + b
Grupo V 48,50 4,70 39,50 +2,36° 0,81 4,55 +0,62°
paracetamol
Zumo 10 mL/kg + b
Grupo VI 46,43 +2,422%° 28,50 +3,43%° 0,61 4,47 +0,44"°
paracetamol
(a) p<0,01 comparado con el grupo Il (c) p<0,01 comparado con el grupo llI

(b) p<0,05 comparado con el grupo Il

El grupo que recibi6 el tratamiento con silimarina + paracetamol redujo de forma
significativa la actividad de las tres enzimas marcadoras del dafno hepatico respecto
ala grupo Il (p<0,01).

Se puede observar que el tratamiento con zumo a 2,5 mL/kg + paracetamol, redujo
las actividades de las tres enzimas, pero solo en la ALT la reduccion fue significativa
(p<0,01), de igual forma se observa en el grupo que recibi6 la dosis de 5 mL/kg +
paracetamol (p<0,05).

El tratamiento con 10 mL/kg + paracetamol presenté una reduccién de la actividad
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de la ALT y AST a un p<0,01 y de la y-glutamiltranspeptidasa de p<0,05.

El tratamiento con el zumo a diferentes dosis + paracetamol presentaron niveles

superiores a los grupos tratados con silimarina + paracetamol.

Proteinas Totales y albumina sérica: En la Tabla N2 09 se puede observar que el
grupo que recibié el paracetamol sin ningun tipo de proteccidon presentd los niveles
mas bajos de albumina sérica (45,32%) y la relacion albumina y globulina fue menor

que el grupo | (p<0,01).

El tratamiento con silimarina + paracetamol incrementd los niveles de albumina
representando el 51,12% de total de proteinas, y la relacién albumina/globulina fue
mayor p<0,01.

Cuadro N2 09: Niveles séricos de albumina y proteinas totales.

Sustancia Albdimina Proteinas totales ) ) % de albumina de
o Albumina/globulina )
administrada g/dL g/dL proteinas totales
Grupo | Suero fisiolégico 3,70 £0,032 7,10 £0,11 1,092 52,16 £1,142
Suero fisiolégico +
Grupo Il 3,23 0,16 7,13 £0,10 0,83 45,32 + 2,02
Paracetamol
Silimarina +
Grupo 1l 3,57 +0,142 6,99 +0,14 1,042 51,12 +2,132
paracetamol
Zumo 2,5 mL/kg + b b b
Grupo IV 3,43 0,25 7,01 £0,09 0,96 48,94 t 3,04
paracetamol
Zumo 5 mL/kg + . c
Grupo V 3,82 +0,092 7,05 £0,13 1,182 54,26 £ 1,692
paracetamol
Zumo 10 mL/kg +
Grupo VI 3,60 £0,172 6,87 0,36 1,102 52,60 + 3,83¢
paracetamol
(a) p<0,01 comparado con el grupo Il (c) p<0,01 comparado con el grupo Il

(b) p<0,05 comparado con el grupo Il

El tratamiento con los zumos de Opuntia ficus indica (variedad morada) incrementé
los niveles de albumina respecto al grupo I, siendo solo significativo en los grupos V
(54,94%) y VI (52,60%); (p<0,01). El tratamiento con 5 mL/kg de zumo presentd
niveles mas alto de albumina que el grupo Il (silimarina + paracetamol) p<0,01.
Respecto a la relaciéon de albumina/globulina fue mayor en los grupos que recibieron
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el zumo en comparacién con el grupo Il

Niveles de las fracciones de bilirrubina en suero: Los niveles séricos de
bilirrubina total y sus fracciones se incrementaron tras la administracion del

paracetamol, en el grupo Il de forma significativa (p<0,01).

Cuadro N° 10: Niveles de las fracciones de bilirrubina en suero

_ Bilirrubina sérica % de
Sustancia
o mg/L bilirrubina
administrada .
Directa Indirecta Total directa
Grupo | Suero fisiolégico 0,68 0,232 3,40 +0,31° 4,08 +0,342 16,67

Suero fisiolégico
Grupo Il 1,25 +0,15 3,83 +0,32 5,08 +0,30 24,61
+ Paracetamol

Silimarina + b b
Grupo Il 1,25 +0,22 3,40 +0,27 4,65 +0,36 26,88
paracetamol
Zumo 2,5 mL/kg + g g
Grupo IV 0,94 +0,19%° 2,04 +0,15*° 2,98 +0,26* 31,54
paracetamol
Zumo 5 ml/kg + g
Grupo V 1,30 +0,36 1,81 +0,52*° 3,12 +0,68* 41,67
paracetamol
Zumo 10 mL/kg + b
Grupo VI 1,39 £0,16 3,35 10,29 4,74 +0,29 29,32
paracetamol
(a) p<0,01 comparado con el grupo Il (¢) p<0,01 comparado con el grupo llI
(b) p<0,05 comparado con el grupo Il (d) p<0,05 comparado con el grupo llI
Las ratas que recibieron silimarina + paracetamol, grupo Ill, mostraron menores

valores de bilirrubina indirecta y total (p<0,05), sin embargo los niveles de bilirrubina

directa se mantuvieron igual al grupo II.

En el grupo IV los valores de bilirrubina directa fueron menores al grupo Il (p<0,01),
la indirecta también expreso menor valor en los tres grupos tratados con el zumo de
Opuntia ficus indica variedad morada + paracetamol.

Lipoperoxidacion en tejido hepatico y suero: En la Tabla N° 11 se puede
observar que la Lipoperoxidacidon se incrementé en el grupo Il (tratamiento con
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paracetamol) el cual se refleja en el incremento de los niveles de TBARS, respecto
al grupo | tanto en suero como en tejido hepatico (p<0,01).

El grupo Il evidencio uno niveles de valores inferiores de TBARS en ambas
muestras (p<0,01), comparado con el grupo Il y de los grupos tratados con el zumo a
diferentes dosis.

Cuadro N° 11: Especie reactiva al acido tiobarbiturico

Niveles de especie reactiva al acido

Tiobarbiturico
Sustancia administrada

Higado % de Suero % de
nmol/g inhibicioén nmol/mL Inhibicién
Grupo | Suero fisiol6gico 14,90 £1,342 3,53 £0,762
Suero fisiologico +
Grupo I 20,35 1,31 6,36 1,03
Paracetamol
Silimarina +
Grupo Il 14,56 +1,912 28,45 3,20 +0,492 49,69
paracetamol
Zumo 2,5 mL/kg +
Grupo IV 18,93 +1,31° 6,98 5,41 +0,93° 14,94
paracetamol
Zumo 5 mL/kg + §
Grupo V 16,91 +1,532 16,90 4,69 +0,23%¢ 26,26
paracetamol
Zumo 10 mL/kg + 4
Grupo VI 16,45 +0,672 19,16 4,22 +0,45%¢ 33,65
paracetamol
(a) p<0,01 comparado con el grupo Il (c) p<0,01 comparado con el grupo I
(b) p<0,05 comparado con el grupo Il (d) p<0,05 comparado con el grupo llI

El tratamiento con el zumo a las dos altas dosis demostraron una disminuciéon de la
Lipoperoxidacién (p<0,01).

indice e incremento del tejido hepatico: La administracién de paracetamol en el
grupo Il no produjo aumento del tejido hepatico.
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Cuadro N° 12: indice e incremento del tejido hepatico

Indice hepatico % de
Sustancia administrada
% Inhibicion*
Grupo | Suero fisiolégico 3,70+0,23
Grupo I Suero fisiolégico + Paracetamol 3,66+0,29
Grupo Il Silimarina + paracetamol 3,91+0,18 -6,83
Grupo IV Zumo 2,5 mL/kg + paracetamol 3,35+0,122° 8,47
Grupo V Zumo 5 mL/kg + paracetamol 3,68+0,19° -0,55
Grupo VI Zumo 10 mL/kg + paracetamol 3,42+0,14° 6,56
(a) p<0,05 comparado con el grupo Il (b) p<0,01 comparado con el grupo llI
* Comparado el incremento con el grupo | (¢) p<0,05 comparado con el grupo I

El tratamiento con silimarina + paracetamol mostré un mayor indice del tejido en

comparacion con los grupos |, Il 'y los grupos tratados con el zumo a las tres dosis.

El tratamiento con los extractos mas paracetamol (grupo IV) presento niveles de

indice hepatico menor al grupo I, p<0,05.
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V. DISCUSION

El empleo de plantas medicinales es una practica tan antigua como la humanidad,
es asi que desde tiempo inmemoriales el hombre ha utilizado los recursos naturales,
entre ellos las plantas, para solucionar algun tipo de dolencia, mucha de estas
practicas se ha transmitido de manera oral de generacion en generacién o quedando
registrado en documentos, sin embargo en nuestra cultura, parte de esta informacién
se ha perdido con el transcurrir de los siglos debido a la falta de un tipo de lenguaje
grafico.

En los ultimos anos la comunidad cientifica ha puesto mayor énfasis en los estudios
de plantas con potencial terapéutico, con la finalidad de prevenir o coadyuvar en el
tratamiento de las enfermedades, principalmente de indole crénica degenerativa,
siendo estas propiedades atribuidas a sus componentes quimicos.

La Opuntia ficus indica es una planta originaria de los andes de Sudamérica, el cual
presenta en el fruto sustancias quimicas de mucho interés, tales como: azulcares,
aminoacidos libres, flavonoides (kaempferol, quercetina), esteroles (campesterol, 3-
sitosterol), vitamina E (a-tocoferol, B tocoferol, y tocoferol y & tocoferol) 4953,
betalainas ®* entre otros. Muchos de estos compuestos se han comprobado su

(20)

capacidad antioxidante ®® y hepatoprotector ©.

En nuestro estudio se evidencia que el tratamiento con paracetamol a la dosis de
400 mg/kg (grupo ll) indujo un incremento significativo de los niveles de bilirrubina
(directa, indirecta, total), lipoperoxidacion (higado y suero), Y-glutamiltranspeptidasa,
ALT y AST. Los niveles de ALT se incrementaron mas que el AST siendo la relacién
de AST/ALT de 0,66 '®7).

La elevacion de los marcadores enzimaticos también han sido evidenciado por otros
estudios, tal como reporta Troncoso en 2007, ®" en donde emple6 paracetamol 200
mg/kg, Arnao ©® en el 2012 (paracetamol 250 mg/kg) y Ochoa ®” en el 2008
(paracetamol 200 mg/kg).

La bilirrubina esta asociada con mayor frecuencia al metabolismo del higado, este es
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el unico 6rgano que tiene la capacidad de liberar al cuerpo de los productos de
desechos. Aproximadamente el 80% de la bilirrubina proviene del catabolismo de la
hemoglobina (grupo heme) y el 20% restante de las proteinas y/o enzimas que

contiene heme.

En nuestro estudio se observd que el grupo Il (paracetamol 400mg/kg) los niveles de
bilirrubina directa fue de 1,25mg/L y el total 5,08mg/L, siendo estos valores
superiores y estadisticamente significativo, respecto al grupo I. El incremento de
esta fraccion de bilirrubina y el total, también lo reporto Arnao con un incremento del

122% respecto al control empleando paracetamol a 250 mg/kg ©®.

La determinacion de especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) es utilizado
como un marcador de lipoperoxidacién, debido a que los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares son los mdas susceptibles de ser
atacados por RL ).

Como se puede observar en la Tabla N° 11, el grupo Il (paracetamol 400 mg/kg)
presentd niveles de TBARS en tejido hepatico y suero mayores que el grupo |, este
incremento de TBARS es producto de la generacién de radicales libres provenientes
de la biotransformacion del paracetamol y el agotamiento del GSH en el tejido
hepatico ©?, estos resultados también fueron encontrados en el estudio realizado
por Troncoso ©®" en donde se incrementé en el tejido hepatico, sin embargo otro
estudio se reporté una disminucién de TBARS en suero tras la administracion de

paracetamol 250 mg/kg ©©.

La silimarina es un flavonoide que ha sido utilizado en padecimientos hepaticos por
su efecto regenerador, inhibidor y antioxidante ©%®", esta sustancia se une a los
receptores de la membrana del hepatocito, compitiendo con las sustancias téxicas,
produciendo un efecto estabilizador de membrana y de esta forma neutraliza a los
radicales libres, estimula la regeneracion de glutation reducido (GSH), también
estimula el metabolismo de las células hepaticas, activando la formacién de
ribosoma maduros y por consiguiente la sintesis de proteinas, aumentando la

replicacion de ADN y los procesos mitéticos €2,

El tratamiento con silimarina + paracetamol redujo el incremento de los marcadores
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enzimaticos de la hepatotoxidad (ALT, AST, Y-glutamiltranspeptidasa) de forma
significativa (p<0,01) respecto al grupo que solo recibié paracetamol 400 mg/kg
(grupo ), este efecto protector también se observa en los niveles de bilirrubina
indirecta y total (p<0,05), los niveles de TBARS tanto en tejido hepatico y suero el
porcentaje de inhibicion 28,45% y 49,69% respectivamente. Estos resultados
también fueron encontrados en otros estudios publicados por Arnao 2012 ©® en
donde empled silimarina 50 mg/kg + paracetamol 250 mg/kg, demostrando una
disminucién de la actividades de las ALT y AST, sin embargo la actividad de la Y-
glutamiltranspeptidasa se incrementd, también en dicho estudio reporta que los

niveles de bilirrubina total se mantuvo igual al grupo control.

El efecto hepatoprotector de la silimarina también se observa frente a otras
sustancias toxicas, en estudio publicado por Arroyo 2012 ©" evidencia el efecto
protector contra la administracion de tetracloruro de carbono (CCls) + silimarina 25
mg/kg, y Sandoval 2008 ©® en donde la silimarina + etanol 5% redujo de los niveles

sin ser significativo.

La administracién del zumo de fruto de Opuntia ficus indica, variedad morada, inhibié
significativamente la actividad del ALT, en las tres dosis empleada, mientras que la
actividad de la AST y y-glutamiltranspeptidasa solo disminuyd en la dosis de 10
mL/kg + paracetamol (Grupo V).

Los niveles de bilirrubina directa se redujo en el grupo IV de forma significativa, la
indirecta disminuyé en todas los grupos que recibieron el zumo de forma

significativa, y la total solo en el grupo IV y V.

Los niveles de TBARS se inhibieron significativamente en los grupos V y VI, tanto en
tejido hepatico como en suero.

Los resultados obtenidos en los grupos que recibieron zumo + paracetamol, pueden
explicarse por sus componentes citados en lineas anteriores. El zumo de Opuntia
ficus indica (Tuna), presenta componentes con actividad antioxidante como la
betalaina, acido ascorbico y fenoles ®¥. Es asi que en un estudio realizado por
Sumaya 2011 se evalu6 las propiedades antioxidantes de tres variedades de tuna
(amarilla, blanca, roja y morada) en donde demostré que la variedad morada
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presentaba los niveles mas altos de betalainas y betaxantina. La variedad roja
presenta mayor contenido de fenoles, vitamina C seguido de la variedad morada. La
capacidad antioxidante fue evaluada por la reduccion del radical 1,1-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH), en donde fue mayor en la variedad roja, seguido de la variedad

morada, siendo la actividad quelante igual en las cuatro variedades ©%.

En otro estudio, Figueroa 2010 ®® demuestra que la variedad morada presenta el
mayor contenido de betalaina en comparacion de otras variedades. En otro estudio
publicado por Tesoreire 2004 evidencia que la suplementacion con fruto de tuna,
comparado con la suplementacion de vitamina C, disminuyo la 8-epiprostaglandina
F2 en un 30% y malondialdehido en un 75% comparado con el grupo que recibio el

suplemento de vitamina C ©?.

Los niveles de albumina obtenidos en el grupo Il, expresaron niveles mas bajos en
comparacién de grupo |, sin embargo las proteinas totales no tuvieron diferencia
significativa respecto al grupo |. Respecto a la masa del tejido hepatico el grupo Il

present6 en promedio valores similares al grupo .

Los resultados de proteinas totales y albuminas también se evidencia en lo
reportado por Troncoso ©", sin embargo Dash D 2007 ®® presenta, que el
tratamiento con paracetamol disminuy6 los niveles de proteinas totales tras la
administracion del paracetamol 750 mg/kg, sin embargo Troncoso 2007 “9
empleando paracetamol 200 mg/kg no encontrando diferencia significativa con

respecto a su grupo control.

El tratamiento con silimarina + paracetamol (grupo IlIl), elevé los niveles de albumina
a un 51,12%, siendo esto significativo comparado con el grupo Il y similares a los
encontrado en el grupo |, la masa del tejido hepatico en este grupo se incrementd,
pero no fue significativo, expresando una inhibicién de -5,67%, respecto al grupo Il.

La capacidad hepatoprotectora de la silimarina se corroboran con otros estudios,
Arroyo 2012 ®" empleando silimarina 25 mg/kg + tetracloruro de carbono, en donde
evidencia que el tratamiento con este fa&rmaco incrementa los niveles de albumina y
segln lo hallado por Arnao 2012 ®® en donde empleé silimarina 50 mg/kg +

paracetamol 250 mg/kg, promueven el incremento de proteinas totales respecto al
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control, sin ser significativo. EI mecanismo de accion de la silimarina ya fue descrito
en lineas anteriores en donde resalta la capacidad regenerativa y antioxidante ©”
estas caracteristicas justificarian la no disminucion de los niveles de albumina en el
grupo lll. Otros farmacos hepatoprotectores también expresan efectos favorables
sobre la albtimina y proteinas totales tal como lo reporta Troncoso 2007 ©" en donde
empled purinor + paracetamol 200 mg/kg.

En nuestro estudio encontramos que el tratamiento del zumo de Opuntia ficus indica
a 5y 10 mL/kg + paracetamol, produjo un incremento de los niveles de albumina,
3,82 g/dL (54,26%) y 3,6 g/dL (52,6%) respectivamente, sin embargo los niveles de
proteinas totales en los grupos experimentales mostraron niveles similares a los
grupos | y Il. El indice albumina/gammaglobulina presentd valores mas alto que el
grupo Il. En el grupo V se observa un incremento de los niveles de albumina y la

relacion albumina/gammaglobulina en comparacion al grupo 1.

Los valores de indice albumina/gammaglobulina observados en el grupo | fueron
observados en los grupos controles en el estudio realizado por Morris 2002 ©®)
valores por debajo de 1,00 indica enfermedades hepaticas, tal como lo muestra en el
grupo 11 (0,83).

El tratamiento con zumo de Opuntia ficus indica variedad morada a diferentes dosis
+ paracetamol, expreso valores de menores de indice hepatico, siendo el grupo que
recibié el zumo 10 mL/kg + paracetamol el que presentd diferencia significativa
respecto al grupo |l.

Este efecto protector sobre la albumina, proteinas totales e indice hepatico puede
ser respaldada por los componentes fitoquimicos con capacidad antioxidante y
regenerativa que presenta el fruto de Opuntia ficus indica (tuna), variedad morada,

qgue en lineas anteriores fue ampliamente descrita.

De todo lo observado en el presente estudio de investigacion, se infiere que el zumo
de Opuntia ficus indica variedad morada ejerce un efecto hepatoprotector, y esto se
evidencia en los indicadores enzimaticos (ALT y AST) Albumina, TBARS en suero e
higado.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

1. El zumo de tuna (Opuntia ficus indica) variedad morada redujo los niveles de
especies reactivas al 4cido tiobarbiturico tanto en el tejido hepatico y suero a
las dosis de 5y 10 mL/kg, sin llegar alcanzar los niveles de la silimarina.

2. La administracion del zumo de tuna (Opuntia ficus indica) variedad morada,
redujo los niveles de la actividad de los marcadores enzimaticos a la dosis de

10 mL/kg, sin llegar alcanzar la efectividad de la silimarina.

3. La administracién del zumo de tuna (Opuntia ficus indica) variedad morada,
aumentd los niveles de albumina, y disminuy6 la bilirrubina indirecta y total,

siendo estos resultados similares a los encontrado en el grupo con silimarina.

4. El zumo de tuna (Opuntia ficus indica) variedad morada, present6é efecto

hepatoprotector expresados en varios de los indicadores del dafo hepatico.
5.2 RECOMENDACIONES
1. Se recomienda realizar estudios histopatolégico del tejido hepatico.

2. Realizar pruebas de capacidad antioxidante en in vitro al zumo de opuntia

ficus indica, variedad morada.

3. Se recomienda relazar la cuantificacion de la actividad enzimatica de: SOD,
CAT, GPx, GSH y GSSG.
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