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Abstract

Objectives. To evaluate the effect of Myrciaria dubia (camu camu) flour on liver tissue induced to

de ’? Facultad de Medicina, U”/VGTS/dad acetaminophen toxicity in mice. Methods. Experimental design. A suspension of camu camu flour (HCC)
Nacional Mayor de San Marcos, Lim, with 1.6% starch was prepared. 40 male mice of the BALBJ/c strain were used, with an average weight of 30.8
Perd. g and two months of age, which were divided into five groups, receiving the following treatment, orogastric

route, for a period of 10 days, groups | and II: 1.6% starch 10 mL / kg; group Ill: HCC 200 mg / kg, group IV:
HCC 500 mg / kg and group V: HCC 800 mg / kg. On the 6th day of treatment, acetaminophen (300 mg / kg)

Citar como: Santa-Cruz K, Huaman- was administered to groups II-V until the 10th day. After the intervention, the animals were fasted for 12 hours,
Gutiérrez O. Efecto de la harina de camu to then be sacrificed after anesthesia with sodium pentobarbital. The liver was removed, the greater lobe
camu sobre el dafio hepético inducico was identified and sectioned for biochemical and histological study. Results. The camu camu flour reduced
por acetaminofén en ratones. An Fac the levels of the hepatic index, and presented a better profile of the glutathione system, compared to group
med. 2021;82(2):140-5. DOI: httos:/do. II; however, the lipoperoxidation figures did not show a significant difference. At the histological level, in
0rg/10.15381/anales.v82i2.18411 the groups that received HCC, binucleated hepatocytes were observed, as well as a greater maintenance

of polarity; however, some samples showed microvacuoles and slight chromatin fragmentation. Conclusion:
Camu camu flour showed a hepatoprotective effect against acetaminophen toxicity in mice.

Keywords: Plants, Medicinal; Oxidative Stress; Mice; Acetaminophen; Liver (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Las enfermedades del higado repre-
sentan una alta carga de morbimortali-
dad en el mundo. Segln la OMS, para el
afio 2019 estas enfermedades se encon-
traban entre las diez primeras causas de
decesos en paises de bajos ingresos ®.
Dentro de las etiologias mas frecuentes
estan aquellas relacionadas a la altera-
cion del metabolismo, tales como la es-
teatosis hepdtica no alcohdlica (EHNA),
virales crénicas como la hepatitis B, y el
consumo cronico de alcohol @,

Se ha observado que radicales libres
(RL) participan en el desarrollo de la in-
flamacidn, cirrosis y diversas lesiones del
higado, produciendo lipoperoxidacion a
nivel celular o disminucion de la activi-
dad de las enzimas con capacidad antio-
xidante ®. Para contrarrestar los efectos
de estos RL, se requiere de sustancias
denominadas antioxidantes, las cuales se
encuentran en ciertos alimentos. Estas
sustancias atentan los efectos dafiinos
de los RL, actuando como agentes reduc-
tores o induciendo la expresidn de siste-
mas antioxidantes celulares. En el grupo
de los antioxidantes exdgenos, se en-
cuentran los carotenoides, flavonoides,
vitamina E, vitamina C, entre otros .

Se ha evaluado la capacidad protecto-
ra del camu camu en diversos estudios,
tal es el caso de una investigacién reali-
zada en Japon, en donde se les propor-
ciond a varones fumadores con cuadro
de estrés progresivo, jugo de camu camu
(1050 mg de vitamina C) de forma diaria,
por un periodo de siete dias, reduciendo
los marcadores oxidativos, como la pro-
teina C reactiva e interleucinas 6y 8 ©.

Un estudio realizado en animales de
experimentacion, evidencié el posible
efecto nefroprotector de la Myrciaria
dubia frente al dafio nefrotdxico induci-
do por gentamicina. Los resultados in-
dicaron proteccién a distintas dosis del
extracto alcohdlico del fruto, tanto en
el estudio histopatolégico mediante una
menor pérdida epitelial, inflamacion y
congestion vascular, como a nivel sérico
con una disminucién de la concentracion
de creatinina sérica frente al grupo indu-
cido sdlo al dafio .

De igual manera, se ha demostrado
su capacidad antioxidante observandose

que la Myrciaria dubia inhibe el dafio en
el ADN frente a un modelo oxidativo oca-
sionado por KBrO, en un estudio in vitro.
Estos efectos fueron atribuidos al acido
ascérbico y los flavonoides, compuestos
funcionales del fruto ©.

La Myrciaria dubia es oriunda de la
amazonia peruana, su fruto presenta
un alto contenido de vitamina C y otros
compuestos bioactivos (antocianinas, ca-
tequinas, flavonoides), relacionados con
un efecto protector y antioxidante en
anteriores estudios. Estos componentes
le han atribuido una variedad de efectos
protectores a la salud, relacionandolo
con un efecto antimutagénico, antioxi-
dante e hipolipemiante ©).

El presente estudio tuvo por objetivo
evaluar el efecto de la harina de Myr-
ciaria dubia (camu camu) sobre el tejido
hepdtico inducido a toxicidad por aceta-
minofén en ratones.

METODOS

Diseio de investigacion

Se realizd un estudio experimental,
con grupo control.

Suspension de harina de camu camu

La harina de camu camu (HCC) se ad-
quirio de la empresa Agroindustrial del
Perd S.A. Para darle estabilidad, la HCC
fue suspendida en un medio coloidal
(MC) de almidon al 1,6 %.

Ensayo del efecto hepatoprotector

Se utilizaron 40 ratones albinos ma-
chos (BALB/c), de 2 meses de edad, con
peso promedio de 30,8 g + 5,1 g adquiri-
dos del Instituto Nacional de Salud, man-
tenidos por un periodo de aclimatacién
de siete dias, con dieta balanceada, agua
ad libitum, y con fotoperiodo (12 horas
de luzy 12 horas de oscuridad) en el bio-
terio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM).

Para inducir al dafio hepatico se utilizé la
propuesta modificada de Gibson y col. 19,
gue consiste en la administracion, via oro-
gastrica, de acetaminofén (300 mg/kg).

Tras el periodo de aclimatacion, fue-
ron distribuidos en cinco grupos (n=8),
recibiendo por 10 dias los siguientes tra-
tamientos, via orogastrica:

Grupo |I: MC 10 mL/kg
Grupo Il: MC 10 mL/kg
Grupo Ill: HCC 200 mg/kg
Grupo IV: HCC 500 mg/kg
Grupo V: HCC 800 mg/kg

Al sexto dia de iniciado el tratamien-
to, a los grupos II-V se les administré 300
mg/kg de acetaminofén, via orogastrica,
hasta el dia diez. Terminado el periodo de
tratamiento, los ratones fueron someti-
dos a 12 horas de ayuno, posteriormente
fueron anestesiados con pentobarbital,
via intraperitoneal, y se realizé laparoto-
mia para extraer el higado el cual fue la-
vado con solucion salina isotdnica y pesa-
do (Radwag WTB 200). Del I6bulo mayor
se seccionaron dos porciones, para los
indicadores bioquimicos y para el estudio
histoldgico.

Determinacion de los indicadores mor-
foldgicos

e Homogenizado de tejido hepatico
(Hmg): se homogenizd aproximada-
mente 0,2 g de tejido hepatico con
buffer fosfato (0,01 mol/L a pH 7,4),
a volumen final de 2 mL.

e Determinacion de la lipoperoxida-
cién: (método de Buege y Aust) 1,
Se utilizé 0,5 mL de Hmg y se agre-
gd 1 mL de acido tricloroacético 20%
(TCA) (JT BAKER), luego se colocé por
10 minutos en bafio Marfa hirviente
(100°C). Posteriormente, fue retira-
do vy enfriado, y se adiciond 1,5 mL
de &cido 2-tiobarbiturico (SIGMA) a
0,67% en HCl 0,25 N, volviéndose a
colocar por 20 minutos en bafio Ma-
ria hirviente. Concluida la incubacion,
fue centrifugado por 15 minutos a
3500 rpm vy leido en espectrofotome-
troa 535 nm.

e Determinacion del GSH: (método de
Seldak y Lindsay, con adaptacién) 12,
Del Hmg se tomd 1 mLy se agregaron
0,4 mL de TCA al 50% con 0,8 mL de
agua bidestilada, y se agité por dos
minutos. Luego fue centrifugado por
15 minutos a 4000 rpm, obteniéndo-
se el sobrenadante del desproteiniza-
do (SNDP).
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Se tomo 0,5 mL del SNDP y se agregd
2 mL de TRISMA buffer (SIGMA) pH
8,9 a 0,4 mol/L, inmediatamente se
incubd a 60°C por 5 minutos. Con-
cluida la incubacién fue retirado y se
dejé enfriar para luego agregar 25 uL
de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoi-
co (DTNB) (SIGMA) 0,01 mol/L. Pos-
teriormente se leyé a 412 nm.

e Determinacidon de glutation total:
se siguid el mismo protocolo para la
determinacién del GSH, empleando
un buffer TRISMA (15 mL de buffer +
7,5 mg de acido glioxilico + 15 mg de
acido ascdrbico) 0,4 mol/L, pH 8,9.

Evaluacion morfoldgica e histoldgica, y
determinacion del indice hepatico

El tejido extraido se conservé en for-
mol al 10% tamponado (buffer fosfato pH
7,4 a 0,075 mol/L), los cuales fueron fija-
dos en parafinay tefiido con hematoxilina-
eosina, en el Instituto de Patologia de la
UNMSM, y leido por un patélogo. Para el
andlisis de las muestras se considerd los
siguientes aspectos: espacio portal, es-
tructura del lobulillo hepatico, conductos
biliares, células de Kupffery aspecto de los
hepatocitos. Para determinar el indice he-
patico se empled el peso del higado y del
animal, expresado en porcentaje.

Analisis estadistico y aspectos éticos

Para evaluar la normalidad de los da-
tos se aplicd Shapiro-Wilk. Para aquellos
indicadores que presentaron distribucion
normal se aplicé ANOVA, luego el estadis-
tico de Levene para evaluar la homoge-
neidad de varianzas y por uUltimo el esta-
distico de Tukey.

El presente estudio considerd las
normas éticas de experimentacién ani-
mal seglin Pardo *¥ y lo dispuesto por la
Ley de Proteccion y Bienestar Animal N°
30407 @),

RESULTADOS

Respecto a lo observado en el grupo ll,
sobre los indicadores de estrés oxidativo,
tras la administracién del acetaminofén,
el nivel de lipoperoxidacion fue mayor
(tabla 1); sin embargo, también presentd
mayor nivel de GSH (Figura 1) y glutatidn
oxidado (GSSG) (Figura 2) sin mostrar di-
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Tabla 1. Nivel de indice hepatico y lipoperoxidacidn por grupo de tratamiento, en ratones, para
la determinacion del efecto de harina de Myrciaria dubia en el dafio hepatico inducido por

acetaminofén

indice hepatico* (%)

Tratamiento

Lipoperoxidaciéon*
(mmol/g de tejido)

Media + DE % de inhibicion Media + DE
Grupo | MC 10 mL/kg 4,7+0,6° - 254%2,3
Grupo Il MC 10 mL/kg 52+0,3 - 28,1£2,6
Grupo lIl HCC 200 mg/kg 4,9+0,2 6,7 33,0%£2,6°
Grupo IV HCC 500 mg/kg 4,8+0,4° 838 30,2+3,0
Grupo V HCC 800 mg/kg 4,6+0,4° 111 29,7+4,2

*Shapiro-Wilk (p>0,05)- ANOVA- Levene- Tukey
MC: medio coloidal de almidon

HCC: harina de camu camu

2 p<0,05 respecto al grupo Il

® p<0,01 respecto al grupo Il

ferencia significativa, respecto al grupo I.
Los grupos que recibieron HCC, a diferen-
tes dosis, mostraron niveles mas altos de
la relacién GSH/GSSG (Figura 2), respec-
to al grupo Il, siendo significativos en los
grupos IVy V (p<0,05).

En relacion a los indices morfoldgi-
cos, en los ratones que solo recibieron
acetaminofén (grupo Il), se observd una
mayor masa hepatica, respecto al grupo
| (p<0,05) (Tabla 1), y a nivel de la his-
toarquitectura se evidencid retencidon

mg/g de tejido

hematica y congestion sinusoidal de for-
ma muy marcada; ademds, se apreciod
lisis de hepatocitos y cromatina fragmen-
tada en la mayoria de los cortes. También
se visualizd una pérdida de la distribucion
polar de los hepatocitos, infiltracién lin-
fomonocitaria perivascular y hepatocitos
anucleados, presentando heterogenei-
dad y disparidad en todas las muestras
evaluadas, en comparacion al grupo |, el
cual presentd una estructura conservada
(Figura 3).

(b)

120

100

80

60

40

20

Grupo | Grupo Il

Figura 1. Glutation (GSH) y glutation oxidado

Grupo Il

0 GSSG

Grupo V

Grupo IV

(GSSG) en tejido hepdtico, segln grupo de

tratamiento, en la evaluacion del efecto de la harina de Myrciaria dubia en el dafio hepético

inducido por acetaminofén

Shapiro-Wilk (p>0,05)- ANOVA- Levene-Tukey
# p<0,01 respecto al grupo Il
) p<0,05 respecto al grupo Il
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Figura 2. Relacién glutation/glutation oxidado (GSH/GSSG) en tejido hepdtico segln grupo de
tratamiento, en la evaluacion del efecto de la harina de Myrciaria dubia en el dafio hepético

inducido por acetaminofén

Shapiro-Wilk (p>0,05)- ANOVA- Levene- Tukey
(a) p<0,01 respecto al grupo Il
(b) p< 0,05 respecto al grupo Il

Los grupos que recibieron las diferentes
dosis de HCC mas acetaminofén, mostra-
ron una disminucion de su masa hepatica
dosis dependiente, siendo significativos en
los grupos IV y V, comparado con el grupo
Il. Respecto al aspecto histoldgico, el gru-
po Il (HCC 200 mg/kg) solo una muestra
presentd canales biliares pigndticos, dos
muestras presentaron localizacion de ede-
ma lobulillar y citoplasma vacuolado. Tam-
bién se observé leve congestién vascular
(Figura 3, grupo IlI). El grupo IV (HCC 500
mg/kg) presentd una leve fragmentacion
de cromatina y mantenimiento polar de
los hepatocitos, sin mayor dafio (Figura
3, grupo IV); el grupo V (HCC 800 mg/
kg) mostré un mantenimiento ligero de la
polaridad hepatica, con espacio de Disse
dilatado, también se observd en algunas
muestras microvacuolas (Figura 3, grupo
V). Todos los grupos que recibieron HCC
presentaron binucleacién de hepatocitos
esparcidos en el tejido.

DISCUSION

Los alimentos contienen compuestos
gue reducen los efectos nocivos de sus-
tancias como los RL sobre las estructuras
y funciones fisioldgicas *®. Hoy en dia
se conoce el papel de los antioxidantes
como protector en multiples enfermeda-
des, entre ellas el cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hepa-

ticas, diabetes mellitus, enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer y Parkin-
son), entre otros (1617,

Segun nuestros hallazgos, lo observa-
do en el grupo Il se encuentra relaciona-
do a la sobredosis de acetaminofén, que
en su metabolismo ocasiona la activacion
de factores proinflamatorios como el fac-
tor de transcripcién nuclear KB (NF-KB)
y el factor de necrosis tumoral (TNF-a),
este Ultimo induce una cascada de cito-
quinas (IL-6, IL-8, IL-1B), desencadenan-
do una respuesta inflamatoria, que va
acompafiada con necrosis tisular (819,
Las lesiones hepatocelulares inducen a
la inflamacién con grados variables (he-
patomegalia) y con predominio de necro-
sis centrolobulillar; también se presenta
vacuolizacion de los hepatocitos centri-
lobulillares, traduciéndose en una de-
limitacion de esta zona e infiltracién de
leucocitos 21, tal como se observd en
el grupo Il.

La biotransformacién del acetaminofén
por el citocromo P450, produce N-acetil p-
benzoquinonaimina (NAPQI), que se une a
las proteinas mitocondriales induciendo
a estrés oxidativo, el cual genera radica-
les libres de oxigeno (ROS); esto podria
estar relacionado con un mayor nivel de
lipoperoxidacion en el grupo Il. El NAPQl
también disminuye los niveles de GSH; sin
embargo, pasadas las 48 horas, los niveles
de GSH se pueden recuperar en un 70%,

surgiendo una respuesta frente al conti-
nuo estrés oxidante (222324,

Diversos autores han descrito la to-
xicidad del acetaminofén; asi, Troncoso,
empleando acetaminofén (200 mg/kg)
en ratas, reportd a nivel histoldgico, hi-
pertrofia de células de Kupffer, necrosis
severa y retencion biliar ?. En otro estu-
dio, empleando 300 mg/kg de acetami-
nofén en ratones, se encontro alteracion
de la estructura hepatica, congestion pa-
renquimal, incremento de las células de
Kupffer y apoptosis 29,

Los efectos benéficos encontrados en
los grupos con ingesta de HCC, frente a la
toxicidad del acetaminofén, pueden estar
relacionados a las propiedades del 4cido
ascorbico (AA) en el control de los pro-
cesos de autofagia inducidos por los ROS
y un sistema cisteina/cistina disminuida
por el proceso metabdlico toxico del ace-
taminofén. El sistema cisteina/cistina es
importante en la sintesis de GSH @7, El AA
se encuentra en alta concentracién en el
camu camu, y su efecto podria estar rela-
cionado con los niveles de GSH/GSSG en
los grupos IlI-V (Figura 2).

Dentro de los compuestos fendlicos
en el camu camu se encuentran los fla-
vonoides, los cuales interactian con los
radicales libres evitando el dafio oxidati-
vo de los acidos grasos poliinsaturados,
limitando de esta manera el proceso de
peroxidacion lipidica, que es una caracte-
ristica del dafio hepatocelular. Los efec-
tos antioxidantes de estas sustancias ya
han sido reportados por Nasser, quien
tras administrar Egyptian Vicia calcarata
y CCl,, redujo los niveles de malondialde-
hido, el cual es un indicador de la lipo-
peroxidacidn, e indujo las actividades de
GSH peroxidasa, glucosa 6-P deshidroge-
nasa, superéxido dismutasa y catalasa, y
de los niveles de GSH; dicho autor atribu-
y6 estos efectos a los flavonoides, entre
ellos el kaempferol y la quercetina @8,
Esto podria estar relacionado a un proba-
ble efecto protector del camu camu, que
dentro de su composiciéon de flavonoides
se encuentran la quercetina, miricetina, y
otros polifenoles como el acido siringico
y el cido elagico 9.

El efecto que ejerce la quercetina so-
bre la lesién hepdtica se relaciona con
una disminucion de las actividades de las
transaminasas (ALT y AST), TNF-a y mul-
tiples citoquinas que estan asociadas a la
inflamacion, fibrosis y necrosis hepatica.
También se le relaciona con un aumen-
to de GSH vy de IL-10, este uUltimo actua
como un potente antiinflamatorio ©9.
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Grupo . Sin tratamiento (tejido hepatico). No existen signos de dafio Grupo Il. Acetaminofén (tejido hepatico). (a) Congestion
tisular. (a) Hepatocitos ordenados y preservados, (b) Vena porta, (c) sinusoidal, (b) Lisis de hepatocitos, (c) Pérdida de nucleo de los
Conducto biliar (d) Células de Kupffer. Hematoxilina-eosina HE, 40x. hepatocitos (d) Fragmentacién de la cromatina. (e) Infiltracidn

linfomonocitaria perivascular. HE, 40x.

Grupo lll. Myrciaria dubia 200 mg/kg + acetaminofén (tejido Grupo IV. Myrciaria dubia 500 mg/kg + acetaminofén (tejido
hepdtico). (a) Congestidn vascular, b) Hepatocitos binucleados como hepatico). (a) Mantenimiento de la polaridad de los hepatocitos,
signo de regeneracion, c) Membrana del nucleo de los hepatocitos (b) Hepatocitos binucleados como signo de regeneracion, (c)
ligeramente engrosada, d) Condensacion de la cromatina. HE, 40x. Fragmentacion de la cromatina. HE, 40x.

.. l :_.'.l'. o
. -_- ; : .ﬂ.ﬂ. Sy :
3 q & £, G
T e -l ‘L' be B il
Grupo V. Myrciaria dubia 800 mg/kg + acetaminofén (tejido hepatico).
(a) Membrana citoplasmatica casi intacta, (b) Mantenimiento de la

polaridad hepdtica (c) Espacio de Disse ligeramente dilatados, (d)
Hepatocitos binucleados como signo de regeneracién. HE, 40x.

Figura 3. Microfografias de los grupos de ratones | al V. Efecto de la harina de Myrciaria dubia en el dafio hepético inducido por acetaminofén.
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Las catequinas, presente en la HCC,
han sido evaluadas frente a la hepato-
toxicidad por farmacos, observandose
un menor dafio a nivel histolégico y una
menor actividad de las transaminasas en
sangre. También se observd una menor
actividad de CYP3A y CYP2E1, enzimas
que metabolizan al acetaminofén ®Y. Esto
podria estar relacionado a lo observado
en nuestro estudio, en los grupos que
recibieron HCC en las diferentes dosis a
nivel histolégico y del perfil de GSH.

La presencia de binucleacién de he-
patocitos en los grupos que recibieron
la HCC, podria estar relacionado al GSH,
a nivel nuclear, ya que este antioxidante
promueve la replicacién, reparacién y
expresion del ADN, como también parti-
cipa en el control de la mitosis ©?. Otro
aspecto importante es la relaciéon GSH/
GSSG, ya que es un indicador del estado
redox del tejido hepatico, por tanto, un
incremento de GSH, ligado a compuestos
bioactivos, podrian jugar un papel en la
regeneracion del tejido 2,

El presente estudio no evalud tran-
saminasas a nivel sérico, debido a la di-
ficultad de la obtencién de muestra de
sangre. Otra limitacion fue la no determi-
nacion de grupos sulfhidrilos proteicos,
por carencia de reactivo.

Concluimos, segun nuestros hallazgos,
que la administracion de harina de
Myrciaria dubia (camu camu) presenta
efecto  hepatoprotector frente al
acetaminofén, evidenciado en el tamafio
delamasahepatica, enla histoarquitectura
e indicadores bioquimicos, en ratones.
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