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RESUMEN

La cirrosis es el estadio final del dafio hepatico cronico, involucra necrosis, colestasis y
fibrosis; es una de las causas principales de muerte en M¢éxico y demanda buscar
tratamientos efectivos. Durante varios afnos se ha recurrido al uso de plantas medicinales o
fitofarmacos; por ello, se han realizado investigaciones que demuestran un efecto
hepatoprotector y antioxidante de la especie Cirsium vulgare. En este proyecto se evaluo el
efecto del extracto hexanico de la inflorescencia de C. vulgare en un modelo de reversion
de cirrosis inducida por tetracloruro de carbono (TC). Se utilizaron 6 grupos (n= 8-10) de
ratas Wistar macho de 4-6 semanas de edad. Fueron administrados durante 8 semanas con
vehiculo o TC (400 mg/kg i.p.; vol. 0.3 mL) 3 veces/semana, y posteriormente 4 semanas
diariamente con vehiculo o extracto (300 mg/kg p.o.; vol. 0.5 mL) o colchicina (10 pg/rata
p.o.; vol. 0.5 mL). Al finalizar se determinaron marcadores bioquimicos de dafio hepatico
en plasma e higado. También, se identifico preliminarmente el componente mayoritario del
extracto por CG/EM e IR. Se determind el contenido total de fenoles por método Folin-
Ciocalteu y capacidad antirradical por DPPH’, ABTS™ y FRAP del extracto. La
administracion del extracto mostro una evidente tendencia hacia la reversion del dano; sin
embargo, estadisticamente (P<0.05) no se observo diferencia con respecto a la reversion
natural de la hepatopatia. No se observd contenido fendlico importante y los valores de
actividad antioxidante fueron minimos. El andlisis quimico inicial sugiere como compuesto
mayoritario al acetato de lupenilo. Por lo tanto, el efecto hepatoprotector y antioxidante en
este modelo de reversion de la cirrosis en rata no se debe a compuestos polifendlicos, sino
quizaés a esteroles con actividad biologica reconocida en extractos de menor polaridad.

Palabras clave: Cirrosis, C. vulgare, tetracloruro de carbono, colchicina, reversion
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ABSTRACT

Cirrhosis is the final stage of chronic liver damage, involves necrosis, cholestasis and
fibrosis. Cirrhosis is one of the main causes of death in Mexico and worldwide. It is
mandatory to find more effective treatments. For centuries, medicinal plants or phytodrugs
have been used to treat liver diseases. Some previous reports pointed out an antioxidant and
hepatoprotective effect of the specie Cirsium vulgare. In this study, the hepatoprotective
effect of the hexane extract from the inflorescence of C. vulgare was evaluated in a
reversion model of carbon tetrachloride (TC)-induced cirrhosis in rat. Six groups of male
Wistar rats (with n= 8-10 and 4-6 weeks old) were administered for 8 weeks with vehicle or
TC (400 mg/kg i.p.; vol. 0.3 mL) 3 times a week; then, they were daily treated with vehicle
or the extract (300 mg/kg p.o.; vol. 0.5 mL) or colchicine (10 pg/rat p.o.; vol. 0.5 mL) for 4
more weeks. Finally, biochemical markers of hepatic damage were determined in plasma
and liver. The major constituent of the extract was preliminarily identified using GC/MS
and IR. Total phenol content by Folin-Ciocalteu method and the free radical scavenging
capacity were quantified by DPPH’, ABTS™ and FRAP in the extract. Administration of the
extract demonstrated a significant (P<0.05) reversion effect on all liver damage markers.
The total phenol content and the antiradical activity were too slight. Preliminary chemical
analysis suggests lupenyl acetate as the main constituent of the extract. Therefore, the
hepatoprotective and antioxidant effects observed in this reversion model of cirrhosis are
not due to polyphenolic compounds, but perhaps to sterols with recognized biological
activity in nonpolar extracts.

Keywords: Cirrhosis, C. vulgare, carbon tetrachloride, colchicine, reversion.
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I. INTRODUCCION

El higado es considerado uno de los 6rganos mas importantes del organismo debido que lleva a
cabo funciones bioquimicas diversas, por ello es vital mantener su integridad morfologica y
funcional, ya que se ve afectado por varios factores quimicos y biologicos, los cuales causan dos
tipos de dafio principales: colestasis, que consiste en el estancamiento y regurgitacion de bilis, y
necrosis, que es muerte celular causada, por ejemplo, por estrés oxidativo celular. Los diferentes
tipos de dafio pueden conducir a enfermedades hepaticas como, hepatitis, fibrosis o cirrosis. !
Uno de los factores quimicos que afectan al higado, es el tetracloruro de carbono, que ha sido
utilizado para inducir dafio hepatico cronico y agudo en animales de laboratorio, debido a que
genera el radical libre tiriclorometil al ser metabolizado en el citocromo P-450, lo que provoca
estrés oxidativo; ademas, comparte varias caracteristicas con la cirrosis causada por alcoholismo.
[3.4]

Debido a la gravedad del problema es necesario buscar opciones diferentes para el tratamiento de
padecimientos hepaticos; asi, durante varios afos se ha recurrido al uso de fitofarmacos como
tratamiento o apoyo en padecimientos hepaticos diversos. Bl

La familia Asteraceae, agrupa diferentes especies con propiedades medicinales, entre ellas, se
encuentra el género Cirsium y sus especies han sido utilizadas en varios paises por sus efectos
antiinflamatorios, antihemorragicos, ansioliticos, diuréticos y astringentes, entre otros. La especie
C. vulgare, ha sido utilizada principalmente por sus efectos antiinflamatorios, ansioliticos y
antithemorragicos; ademds, se han realizado investigaciones que demuestran un efecto

. , . . -1
anticancerigeno y antioxidante. [*'%!
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II. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Higado.
El higado humano (Figura 1), pesa en promedio 1.5 kg en un individuo adulto (representa
aproximadamente el 2% del peso corporal). Esta situado en la parte superior derecha de la

cavidad abdominal (3/4 partes) y en la parte superior izquierda (1/4 parte). "

Figura 1. Ubicacién anatomica del higado en el humano.

Esta conformado por distintos tipos celulares, el 70-80% son hepatocitos, que son ricos en
mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y rugoso, complejo de Golgi, y el nucleo es de tamafio
variable (Figura 2). '*"3] También, células de Kupffer que pertenecen al sistema de macréfagos
que se encarga de liberar la sangre de particulas extrafias !'"); células estelares (HSC, de Ito) que
almacenan vitamina A, ademas, en el curso de hepatopatias cronicas son activadas de modo que
adquieren funciones caracteristicas de miofibroblastos, como la secrecion de -citocinas
proinflamatorias y componentes de matriz extracelular, que tiene un papel importante en el

proceso de cicatrizacién durante la fibrosis !'?! y células Natural Killers (NK) o células de Pit,
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¢éstas se localizan en el espacio Disse e intervienen en la destruccion de células tumorales y de

hepatocitos infectados por virus; en la Figura 3, se observan todos los tipos celulares

. . 12,14
mencionados anterlormente.[ 141

Figura 2. Representacion esquematica de un hepatocito y sus
estructuras. !

Figura 3. Células del sinusoide hepatico. A. Célula endotelial; B. Célula Kupffer; C. Célula de
Ito o estelar; D. Natural Killer; H. Hepatocito; E. Espacio Disse; L. Luz del sinusoide.
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La unidad funcional de este 6rgano, es el lobulillo hepatico. Se pueden distinguir dos tipos; el
primero es el lobulillo hepatico clésico (Figura 4), los angulos de este lobulillo con forma
hexagonal, son marcados por la vena y la arteria interlobulillar y el conducto biliar interlobulillar

(triada portal o triangulo de Glisson). ['*]

Sinusoide

Vena central

Hepatocito
Canaliculo
biliar
Arteria
hepatica

Venaporta L Triada
portal

Conducto
biliar

—

Figura 4. Lobulillo hepatico clasico; elementos de una triada portal o triangulo de Glisson. '

El segundo es el lobulillo hepatico de Rappaport que consta de 3 zonas, una externa entre dos

venas portales, una intermedia y una interna (Figura 5), los dngulos de este lobulillo son dos

canales portales y dos venas centrales. ')

Figura 5. A. Lobulillo hepatico clasico. B. Lobulillo hepatico de Rappaport. "
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2.1.2 Funciones hepaticas
El higado lleva a cabo funciones diversas, entre las principales, se encuentran: metabolismo de
las proteinas, como la sintesis de las proteinas plasmaticas, produccion de albimina, proteinas
plasmaticas de transporte y de factores de coagulacion; metabolismo de carbohidratos, como
sintesis, depdsito y catabolismo de glucogeno y neosintesis de glucosa a partir de acido lactico y
de productos procedentes del catabolismo proteico; metabolismo de lipidos (&cidos grasos,
fosfolipidos, colesterol y excrecion de colesterol en la bilis) y, entre sus funciones de mayor
importancia, se encuentra la inactivacion y desintoxicacion de hormonas y sustancias extrafias,

sintesis de sales biliares y conjugacion de pigmentos biliares (bilirrubina). [''+'*

2.1.3 Enfermedades hepaticas

La cirrosis hepatica es uno de los padecimientos mas frecuentes en México donde representa la
quinta causa de muerte. En el Estado de Hidalgo hay una tasa de mortalidad de 78.2 por cada
100000 habitantes a causa de enfermedades hepaticas. Esto ocurre principalmente en individuos
de 30 a 60 anos de edad y en la mayoria de los casos es causada por la ingestion persistente y
excesiva de alcohol, aunque también existen otras causas como el consumo prolongado de
algunos farmacos. ['**"!

De acuerdo con la Secretaria de Salud, dentro de los principales factores de riesgo estan: Ingesta
cronica de alcohol, infecciones cronicas por virus B y C de la hepatitis, obesidad y uso cronico
de medicamentos hepatotoxicos; ademas, la dislipidemia y la hiperglucemia son padecimientos
que producen una enfermedad hepética grasa no alcoholica que puede culminar en cirrosis. Los
tratamientos farmacoldgicos son pocos, ademas son tratamientos a largo plazo y muy costosos o

incluso los trasplantes de higado resulta dificil de conseguir y costear. ['*2"]

2.1.3.1 Colestasis e ictericia
La colestasis es la retencion sistémica de componentes biliares, tales como, bilirrubina, sales
biliares y colesterol; es decir, hay una disminucion en la secrecion de bilis. Cuando esto ocurre,
los componentes de la bilis entran a sangre y por lo tanto el sintoma principal de colestasis es el

aumento de acidos biliares en suero, ademas, incrementa el nivel de enzimas indicadoras de
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colestasis. Cuando la concentracion de bilirrubinas aumenta a causa de dicha obstruccion, se

presenta ictericia, que es la pigmentacion amarillenta de los tejidos. %

2.1.3.2 Fibrosis

Se define como el depdsito excesivo de proteinas componentes de la matriz extracelular,
principalmente colagena, es decir puede llegar a una cicatrizaciéon anormal como respuesta a la
aparicion de necrosis causada por ejemplo por estrés oxidativo. Las células estelares (HSC), en el
curso de hepatopatias cronicas sufren una activacion en la que adquieren funciones similares a
miofibroblastos, como la secrecidn de citocinas proinflamatorias, profibrogénicas. Esta
enfermedad puede complicarse hasta desarrollar cirrosis que implica una pérdida de
funcionalidad hepatica. !"!

La distribucion del material fibroso depende del tipo de hepatopatia; en hepatitis viral, la fibrosis
se localiza en zona periportal, mientras que por ejemplo, en hepatopatia alcohdlica aparece en
zona pericentral; en fases avanzadas, las bandas de colagena son muy evidentes y unen varios

. . . 14
espacios porta que se denominan puentes de fibrosis. ['¥

2.1.3.3 Cirrosis
La cirrosis representa el estadio final de una hepatopatia cronica en la cual gran parte del tejido
hepatico funcional ha sido reemplazado por tejido fibroso. Se caracteriza por una fibrosis difusa y
por la conversion de la arquitectura hepatica normal en nédulos de estructura anormal. '
El tejido fibroso reemplaza al tejido normal del higado y forma bandas constrictoras que
interrumpen el flujo en los canales vasculares y las vias biliares hepaticas. La interrupcion de los
canales vasculares predispone a la hipertension portal y sus complicaciones, a la obstruccion de

los canales biliares y a una pérdida de células hepaticas que lleva a la insuficiencia hepatica. *

Habitualmente, la cirrosis se asocia con el alcoholismo, sin embargo puede desarrollarse también
en el curso de otros trastornos, como hepatitis viral, reacciones toxicas a sustancias quimicas,
obstruccion biliar y cardiopatias. Ademas la cirrosis acompana a otras enfermedades metabolicas
que producen el deposito de minerales en el higado por ejemplo, hemocromatosis (deposito de

hierro) y la enfermedad de Wilson (depésito de cobre). *?! Algunos farmacos, que se metabolizan
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por via hepatica, tienen efectos toxicos en este drgano; entre ellos se encuentran el paracetamol,
la isoniazida y la fenitoina, asi como algunas otras sustancias entre ellos el tetracloruro de

carbono. [

2.1.4 Induccion de dafio hepatico por tetracloruro de carbono

El tetracloruro de carbono es utilizado como modelo experimental para inducir dafio hepatico. Su
efecto hepatotoxico esta mediado por la formacion de radicales libres. )

Al ser un agente hepatotodxico, se utiliza cominmente para inducir dafio hepatico en animales de
laboratorio, ya que comparte varias caracteristicas con la cirrosis causada por diferentes agentes
en humano por ejemplo, por el consumo excesivo y prolongado de alcohol. Ambas sustancias son
metabolizadas por el citocromo CYP450, especificamente la subfamilia CYP2EI1; ambos
conllevan estrés oxidativo debido a la generacion de radicales libres. El1 TC genera el radical libre
triclorometil al sufrir una deshalogenacion durante su metabolismo, lo que da inicio al proceso de
lipoperoxidacion; asi, el dafio inducido por TC promueve peroxidacion lipidica, vacuolizacion,
esteatosis, asi como necrosis y nédulos fibrosos de regeneracion hepatica, tal como sucede en la

oo . 424
cirrosis humana por alcoholismo. %%

2.1.5 Caracteristicas de Cirsium vulgare

Las plantas del género Cirsium, llamadas comunmente cardos, son plantas herbaceas, espinosas,
con inflorescencias de tipo cabezuela, de color blanco, amarillo, rosadas o moradas. El género
incluye aproximadamente 200 especies distribuidas mundialmente. *!

En el estado de Hidalgo se pueden encontrar 6 especies del género Cirsium, estas son C.
jorullense, C. rhaphilepis, C. subuliforme, C. duranguense, C. ehrenbergii y C. vulgare. !
Particularmente la especie Cirsium vulgare L. (Figura 6-A), es un cardo que pertenece al Phylum
Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Orden Asterales y a la Familia Asteraceae (Compositae).
Comunmente conocido como cardo negro, cardo toro o cardo comun y las cabezuelas tienen un
caracteristico color lila (Figura 6-B). Crecen como maleza ocasional, nativa de Eurasia,
introducida en norte y Sudamérica en lugares de clima arido. Sus principales polinizadores son

abejas y abejorros. 227!



Ciencias Biomédicas y de la Salud | ICSa

Figura 6. A. Cirsium vulgare. B. Inflorescencias de la planta. "

2.2 Antecedentes del problema
2.2.1 Uso de plantas con propiedades curativas y sus componentes
El uso de plantas medicinales para curar algunos padecimientos 0 como apoyo en tratamientos
diversos es una practica muy comun en muchos paises. Una planta medicinal se define como una
especie a la que se le atribuyen propiedades curativas debido a sus principios activos, mismos que
pueden ser precursores para la sintesis de farmacos nuevos. 2%
Desde hace cerca de 2000 afios, se han utilizado diferentes extractos de plantas como tratamiento
para enfermedades hepaticas. Existe registro de aproximadamente 170 sustancias derivadas de

(1

plantas, divididas en 55 diferentes familias, con efectos hepatoprotectores. Un ejemplo de

éstas es el efecto hepatoprotector del extracto metandlico de Trichosanthes cucumerina contra el
dafio inducido con TC. La actividad antioxidante de la planta tiene un efecto similar al de la
silimarina. *”

En el estado de Hidalgo se ha reportado la presencia de un gran numero de plantas con
propiedades hepatoprotectoras que generalmente son preparadas en tés o infusiones y se toman

como tratamiento para diferentes padecimientos en el higado (Tabla 1). '~
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Por otro lado, los fitofarmacos, se definen como sustancias derivadas o componentes de plantas o
partes de plantas, procesadas o no, y utilizadas con fines médicos. Los agentes activos principales
de las plantas, son los que determinan sus propiedades terapéuticas, y la presencia de éstos,
depende del clima, localizacién y otros factores exdgenos. "7 Un ejemplo de componentes de
plantas utilizados ampliamente por su efecto hepatoprotector son la silimarina y la colchicina.
[1,23,35,36]

La silimarina, se obtiene de la especie Silybum marianum (cardo lechoso o cardo mariano), es
una mezcla de tres flavonoides, silibinina, silidianina y silicristina; siendo la silibinina
(Ca5H22010) el agente activo principal. Este compuesto es utilizado ampliamente en el tratamiento
de hepatopatias ya que tiene efecto antioxidante, antifibrotico, inmunomodulador, ademas de un
mecanismo de regeneracion hepatica; esto se ha comprobado en diferentes estudios de dafo
crénico inducido con TC, y ha mostrado inhibir la peroxidacion lipidica, prevenir la fibrosis y la
cirrosis. La colchicina, un alcaloide que se obtiene de la especie Colchicum autumnale (narciso
de otofio). Este compuesto ha mostrado tener diferentes efectos benéficos, por ejemplo, actividad
antitumoral, propiedades antiinflamatorias y hepatoproteccion contra diferentes agentes toxicos,
entre ellos, TC y paracetamol; sin embargo, al ser un alcaloide debe ser utilizado en dosis muy

bajas y administrada bajo supervision, ya que los alcaloides, poseen efectos psicoactivos. [
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Tabla 1. Plantas utilizadas en el tratamiento de diferentes hepatopatias.

Especie/Nombre comun

Forma de uso

Padecimiento hepatico

para el que se utiliza

Conyza filaginoides/Simonillo

Se toma la infusion hecha con

toda la planta.

Problemas de higado y

vesicula biliar.

Taraxacum officinale/Diente de

Se toma la infusion preparada con

Inflamacién de higado.

le6n la planta.

Cyathea mexicana/Pesma, | Preparacion de té con el tronco. Problemas de higado,
tepezincoyole ictericia.

Erythrina lanata/Zacapemucho Preparacion de té con la corteza. | Problemas de higado.

Artemisia ludoviciana/Estafiate

Preparacion de té con las ramas.

Problemas de higado y

vesicula biliar.

Brickellia veronicifolia/Peishto,

pexto

Se toma la infusioén hecha con las

ramas

Derramamiento de bilis.

Eupatorium petiolare/Yolochichi,

Preparacion de té con las ramas.

Problemas de higado y

vesicula biliar.

yolochiche

Helianthemum glomerulatum/
Santa  Martha, nana Juana,
sanalotodo

Preparacion de té con las ramas.

Problemas de higado y

derramamiento de bilis.

Aregemone platyceras/Chicalote

Preparacion de té con las hojas.

Dolor de higado.

Anoda cristata/Violeta, amapolita

Preparacion de té con las ramas.

Derramamiento de bilis.

Leucaena  leucocephala/Huashe, | Preparacion de té con las ramas. Problemas de higado.
huajes

Passiflora coriace/Ala de | Preparacion de té con la planta. Elimina calculos
murciélago biliares.

Decatropis bicolor/Palo de muerto | Se toma la infusion de hojas. Problemas de higado.
Castilleja tenuiflora/ Preparacion de té con las ramas. Padecimientos de
Hierba del conejo, castilleja higado y

derramamiento de bilis.

Esta lista se obtuvo de fuentes diversas.

[T03134]
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2.2.2 Efectos biologicos y hepatoprotectores del género Cirsium

El género Cirsium ha sido investigado ampliamente por sus propiedades farmacologicas,
principalmente en paises Asiaticos, por ejemplo, en la medicina tradicional china, C. japonicum
ha mostrado propiedades como antihemorragico, diurético y se le ha dado uso como tratamiento
contra el cancer hepatico, uterino, de prostata y leucemia; C. setosum es usado como
antiinflamatorio; C. pascuarense es utilizado en el tratamiento de diabetes y C. rivulare como
ansiolitico ya que tiene efectos sedantes ligeros. P> 7-3%

En Europa, se ha observado que C. arvense y C. oleraceum tienen diferentes usos, entre ellos
diurético, astringente, antiinflamatorio y presentan actividad antimicrobiana; ademas C.
oleraceum tiene efectos ansioliticos; estas especies son utilizadas especificamente en la medicina

tradicional polaca. B¢

En el estado de Hidalgo, la infusion de hojas e inflorescencias de C. ehrenbergii se utiliza
tradicionalmente como tratamiento para hemorragia y flujo vaginal (para flujo se hacen lavados
vaginales y se bebe), tos y dolor de corazon (tomado en ambos casos) *'; también se realizé un
estudio del extracto hexanico de C. ehrenbergii en el que fueron reportados efectos relajantes en
el utero de rata Wistar 1**); otras especies utilizadas en Hidalgo, son C. rhaphilepis como remedio

para la tos y C. subuliforme para realizar lavado vaginal. [**!

El efecto hepatoprotector de muchas especies del género Cirsium, ha sido evaluado ampliamente.
[36, 41-43]

Se realizo una evaluacion del efecto antioxidante de cinco especies de Cirsium, utilizando el
extracto metanolico de la inflorescencia de C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare y
C. vulgare; se concluye que todas las especies evaluadas tienen actividad antioxidante. También
se aislaron los componentes de C. palustre reportando que la mayoria de los flavonoides aislados,
se encuentran en otras especies, principalmente en C. rivulare, C. arvense y C. oleraceum. B¢

Se analizaron los efectos de extracto metandlico de Cirsium japonicum durante el dafio inducido
por alcohol en rata Sprague Dawley; se reportd que el extracto protege del dafio por peroxidacion

inducida con etanol e incrementa sus enzimas metabolizantes y aumenta el glutation reducido. [**

11
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El extracto acuoso de C. arisanense ha mostrado hepatoproteccion in vitro en la linea celular de
hepatoma Hep 3B e in vivo en raton C57BL/6, ambos dafiados con tacrina, y fue reportado un
aumento de viabilidad celular y glutation, asi como la disminucién de necrosis y oxido nitrico
(ON). 3

El extracto de Cirsium setidens ha sido evaluado en el dafio hepatico inducido por D-
galactosamina en rata Sprague Dawley; se concluyé que existe induccion de enzimas
antioxidantes y elevacién de glutation reducido. 1

En un estudio realizado sobre la actividad hepatoprotectora y antioxidante del extracto etanolico
de C. setidens en un modelo de dafio hepatico inducido por TC en rata Wistar, se reportd que las
hojas poseen actividad antioxidante, el efecto protector de la planta fue confirmada en la
observacién histologica. [**!

Se llevo a cabo una evaluacion del efecto hepatoprotector de C. ehrenbergii induciendo dafio
hepético cronico con TC a ratas Wistar. Se reportd que el extracto hexdnico de la inflorescencia

de la planta mostro actividad antioxidante y una evidente proteccion hepatica. [*!

2.2.3 Cirsium vulgare y sus propiedades bioldgicas

Particularmente, la especie C. vulgare ha sido utilizada en la medicina tradicional polaca como
ansiolitico, antihemorragico, diurético, astringente, antiinflamatorio, en el tratamiento de
articulaciones reumadticas y es aplicado como cataplasma para dolor de mandibulas. Ademas el
extracto metanolico de las inflorescencias tiene actividad antioxidante. 27

También existe un estudio en el que se evalué la actividad antiproliferativa de células
cancerigenas de 26 especies de la familia Asteraceae, entre ellas C. vulgare, utilizando extractos
hexanico, cloroférmico, metanolico y acuoso de inflorescencias y hojas, donde reportan que los
extractos, cloroférmico, hexdnico y metanolico de esta especie tiene mejores resultados contra el
cancer cervicouterino, mientras que el extracto acuoso muestra mejor actividad contra el cancer
de pecho. ¥

La actividad antimicrobiana de C. vulgare fue analizada y se reporta que el extracto metandlico

de hojas ¢ inflorescencias tiene un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis y Pseudomona aeruginosa. !

12
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Fueron analizados los extractos hexanicos de las inflorescencias de C. ehrenbergii y C. vulgare
utilizando dos dosis, 250 mg/kg y 500 mg/kg, en un daio hepatico agudo con TC en rata Wistar.
Ambos extractos mostraron un efecto hepatoprotector contra el dano causado por el TC, con
ambas dosis. 1*

Un antecedente mas directo es la evaluacion del efecto hepatoprotector del extracto hexanico de
C. vulgare, donde éste mostrd un efecto benéfico con propiedades antifibrdticas, anticolestaticas,
antinecroticas y antioxidantes; esto fue evaluado en rata Wistar utilizando una dosis de 300

mg/kg y un modelo de cirrosis por TC. '

2.2.4 Modelos de reversion de la cirrosis

Realizar estudios en modelos de reversion es de gran importancia debido a que la mayoria de
personas, no tiene una cultura de prevencion de enfermedades y busca tratamientos una vez que
la enfermedad (en este caso la cirrosis) ya esta establecida, por lo tanto, es importante emular el
proceso clinico de las enfermedades. Por ello, se han realizado estudios con diferentes sustancias
para evaluar el efecto de reversion de cirrosis en modelos experimentales inducidos con TC en
ratas Wistar; por ejemplo, el celecoxib, un medicamento utilizado como antiinflamatorio para
alivio de dolores fuertes en casos como la osteoartritis, que ha mostrado prevenir y revertir
diferentes tipos de dafio hepatico como, la necrosis, colestasis, la disminucion de glucdégeno
hepatico y la acumulacion de colagena (antifibrotico y fibrolitico). [*”!

Otro compuesto evaluado en un modelo de reversion de cirrosis en ratas Wistar, es el alopurinol,
utilizado para controlar el exceso de acido Urico en plasma, sin embargo, este compuesto mostrd
revertir los niveles de los marcadores enzimaticos y de estrés oxidativo en el dafio hepatico
inducido por TC; ademés mostr6 disminuir la produccion y el contenido de colagena. 1**]
También existen estudios en modelos de reversion realizados con extractos polares de plantas por
ejemplo el extracto metanolico de la especie Rosmarinus officinalis, en modelos de prevencion y
reversion de cirrosis inducida por TC en ratas Wistar, el extracto mostréd proteccion y
disminucién del dafo hepatico segin marcadores de estrés oxidativo como ON 'y
lipoperoxidacion (LP), necrosis (alanina-aminotransferasa (ALT) y revision histologica),
colestasis (gamma glutamil-transpeptidasa (GGTP) y bilirrubinas totales (BT)) y fibrosis

(revisién histologica). 1*%!
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Un antecedente mas relacionado con el presente estudio, es la evaluacion del efecto de reversion
de fibrosis de la silimarina y la colchicina en un modelo de dafo inducido por TC en ratas Wistar;
el estudio mostrd una disminucion leve, pero significativa, al suspender la administracion de TC,
sin embargo, la coadministracion con colchicina o silimarina no mostré un efecto fibrolitico

significativo contra el dafio producido por TC.

2.3 Marco teorico
La cirrosis es la fase final de numerosas hepatopatias, que se define como una lesion difusa
caracterizada por necrosis, colestasis, fibrosis y pérdida de la arquitectura y funcionalidad del

organo, es decir, representa un ejemplo de cicatrizacion y regeneracion anormales.

Este padecimiento representa la quinta causa de muerte a nivel nacional y es de las principales
causas en el Estado de Hidalgo (8° lugar). Los tratamientos farmacologicos son pocos, ademas
son tratamientos a largo plazo y muy costosos, llegando a la necesidad de un trasplante de
higado, que resulta dificil de conseguir y costear. Una alternativa, es el uso de plantas con
propiedades medicinales. Particularmente, diferentes especies del género Cirsium, han sido

evaluadas ampliamente y han mostrado efectos hepatoprotectores.

La especie C. vulgare, se encuentra distribuida ampliamente en el Estado de Hidalgo, crece en
lugares de clima arido como maleza ocasional, es de facil propagacion y es polinizada por abejas
y abejorros principalmente. Sin embargo, al presentar cabezuelas sumamente espinosas e invadir
algunos cultivos y pastizales de ganado, es considerada ‘“hierba mala” y es depredada y
desechada en grandes cantidades; por ello, resulta importante realizar nuevas evaluaciones sobre

las propiedades protectoras y curativas esta especie, para protegerla y aprovecharla.

Ademas, C. vulgare ha sido utilizada en el tratamiento de diferentes padecimientos, por sus
propiedades ansioliticas, antiinflamatorias y diuréticas. Algunas evaluaciones sugieren efectos
anticancerigeno, antimicrobiano y hepatoprotector en modelos de dafio hepatico agudo y crénico.
Debido al evidente efecto hepatoprotector mostrado, es importante evaluar ahora un modelo de
reversion de la cirrosis, ya que simula la historia natural de la enfermedad, sobre todo
considerando la falta de cultura de prevencion; es decir, generalmente se buscan tratamientos

curativos (hasta que la enfermedad esta presente) y pocas veces preventivos.

14
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III. JUSTIFICACION

Es importante realizar investigacion acerca de farmacos con funciones hepatoprotectoras, debido
a que las enfermedades hepaticas son un problema de salud publica. Son una de las causas
principales de muerte a nivel mundial, en Africa y Asia son especialmente provocadas por virus y
en Europa y América por consumo de alcohol. ) A nivel nacional, segun reporta el Sistema
Nacional de Informacion en Salud (SINAIS), son la quinta causa de muerte y el estado de
Hidalgo tiene el octavo lugar con mayor nimero de muertes a causa de estos padecimientos (694
muertes en un afio, tasa de 78.2 por cada 10000 habitantes). Ademads, existen muy pocos
tratamientos realmente efectivos para controlar el dafio hepatico, aunado a que el tratamiento
puede ser muy costoso a largo plazo, e inclusive un trasplante de higado es dificil de costear y
conseguir; por ello, es importante buscar alternativas nuevas, mas eficientes y seguras contra
padecimientos diversos. Especificamente, la cirrosis hepdtica es un padecimiento muy frecuente
en México, principalmente se presenta entre los 30 a 60 afios de edad y es causado por la
ingestion prolongada e intensa de alcohol; por ello, es la causa de muerte de un porcentaje

considerable (12-15 %) de las personas hospitalizadas. !'*- >

C. vulgare es una especie poco estudiada sobre sus propiedades terapéuticas, y teniendo en
cuenta los antecedentes hepatoprotectores preventivos de su género en modelos crénico y agudo,
es importante evaluar esta misma especie ahora en un modelo de reversion de la cirrosis, el que
emula al proceso clinico cuando un paciente es diagnosticado e inicia un tratamiento de
reversion; asimismo, es importante conocer los componentes mayoritarios presentes en el

. o 10,41,4
extracto que le confieren dichas caracteristicas. 1>'%*!*]
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IV. HIPOTESIS

El extracto hexanico de la inflorescencia de C. vulgare tiene un efecto de reversion de la cirrosis

provocada por tetracloruro de carbono en rata.

V.

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del extracto hexanico de las inflorescencias de Cirsium vulgare mediante su

analisis in vitro e in vivo en un modelo de reversion de la cirrosis inducida con CCly en rata.

5.2 Objetivos especificos

Localizar, identificar, colectar y secar las inflorescencias de C. vulgare para su extraccion
posterior.

Obtener el extracto hexanico de C. vulgare con Soxhlet y concentrarlo para su evaluacion
farmacolodgica.

Identificar preliminarmente el componente mayoritario del extracto obtenido de la planta
utilizando técnicas espectroscopicas para relacionarlo a su actividad biologica.
Determinar la capacidad atrapadora de radicales libres del extracto mediante técnicas in
vitro con el fin de evidenciar algiin mecanismo de accion antioxidante.

Establecer el modelo de dafio hepatico cronico de reversion en ratas y evaluarlo mediante
parametros bioquimicos e histologicos, para determinar los efectos hepatoprotectores de

C. vulgare.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio
Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo y transversal. Las fases del mismo se describen a

continuacion.

6.2 Recoleccion y obtencion del extracto hexanico de C. vulgare
Se llevo a cabo la colecta de las inflorescencias de C. vulgare, en el municipio de Mineral de la
Reforma, Estado de Hidalgo; se dejaron secar durante 48 horas, a temperatura ambiente, y fueron
molidas a mano posteriormente. Se formaron los cartuchos que fueron extraidos via Soxhlet
durante 9 horas cada uno, utilizando un solvente no polar tal como el hexano. El extracto fue
concentrado en un rotavaporizador y fue medido a masa constante para obtener asi el extracto

puro o seco.

6.3 Analisis quimico preliminar e in vitro del extracto
El componente mayoritario del extracto fue determinado por espectroscopia infrarrojo (IR) y por

cromatografia de gases acoplada a espectrometrias de masas (CG/EM)

La caracterizacion inicial de los grupos funcionales de los componentes no polares presentes en
el extracto hexanico, fue realizada utilizando un espectrometro de transformada de Fourier (FT-
IR, Perkin-Elmer Spectrum, version 10.4.00, Norwalk, CT, USA). La caracterizacion fue llevada
a cabo registrando la transmitancia (%T) del extracto en el rango de frecuencia 4000 cm™ - 400
cm™. La muestra fue colocada en una pastilla de KBr para la espectroscopia de infrarrojo (IR). La
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) fue realizada utilizando
AutoSystem XL-GC equipado con una columna EN5SMS (espesor 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pm)
y acoplado a un detector TurboMass-MS con un sistema de ionizacion de 70eV (Perkin-Elmer,
Norwalk, CT, USA). La muestra diluida fue manualmente inyectada (1.0 pL) y transferida. La
tasa de flujo de helio fue de 1.0 mL/min en 8 psi. La temperatura inicial fue de 60°C y fue
incrementando gradualmente hasta 330°C a una velocidad de 8°C/min y se mantuvo por 30

minutos. El espectro de masas fue escaneado desde 15 hasta 600 m/z. °"!
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También se llevo a cabo la determinacion de contenido total de fenoles por el método de Folin-

Ciocalteu, ademas de la actividad antioxidante in vitro por método DPPH’, ABTS™* y FRAP.
[46,52,53]

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactante de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico que reaccionan
con cualquier tipo de fenol formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia
de electrones a pH basico reduce dichos complejos en 6xidos, cromogenos de color azul intenso,

siendo proporcional este color al niimero de grupos hidroxilo de la molécula. %!

El método DPPH’ se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrihidrazil la cual se
atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una
coloracion violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucidén etanolica, centrada
alrededor de 520 nm. Cuando una disolucion de DPPH’ entra en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie radical se produce la forma reducida
DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida de color y por lo tanto la pérdida de la

. [52,53
absorbancia. >

El método ABTS™ (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™ debido a la interaccidn con especies
donantes de hidrogeno o electrones. El radical catidnico ABTS™ es un cromdforo que absorbe a
una longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS™ con

persulfato de potasio. 1**

El ensayo FRAP evalta la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad
para reducir el hierro férrico (Fe™) presente en un complejo con la 2,4,6-tri (2-piridil) — s triazina
(TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe™). Tiene un maximo de absorbancia a una longitud de onda

entre 590 — 595 nm. ¥
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6.4 Evaluacion farmacologica
Los animales utilizados en esta investigacion recibieron un trato humanitario de acuerdo a los
lineamientos establecidos por la NOM-062-ZO0O-1999, concerniente a la produccion, uso y
cuidado de animales de laboratorio.
Se trabajo con 6 grupos de ratas Wistar macho de 4 semanas de edad y una masa de 100-115 g;
cada grupo se formo6 incluyendo a los animales al azar. Los animales fueron mantenidos bajo un
ciclo constante de 12 h luz/oscuridad a 21 + 3 °C y se les proporciond alimento estandar y agua
ad libitum y se obtuvieron del Bioterio perteneciente al Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa).
El tratamiento tuvo una duracion total de 12 semanas. Ocho semanas se administr6 a los animales
con vehiculo o TC (400 mg/kg i.p.; vol. 0.3 mL), respectivamente, 3 veces/semana, y
posteriormente 4 semanas diariamente con vehiculo o extracto (300 mg/kg p.o.; vol. 0.5 mL) o

colchicina como farmaco de comparacion (10 pg/kg p.o.; vol. 0.5 mL), respectivamente (Tabla

2).

Tabla 2. Tratamiento administrado a cada uno de los grupos control y experimentales.

Modelo de reversion de la cirrosis.
Grupo Tratamiento
VTC+VEX Aceite de oliva (p.o.)*
(Control de controles) +
n=3§ Aceite mineral (i.p.)**
VTC+COL Colchicina (p.0.)*
(Control de colchicina) +
n=28 Aceite mineral (i.p.)**
VTC+EX Extracto (p.o.)*
(Control de extracto) +
n=3§ Aceite mineral (i.p)**
TC+VEX Aceite de oliva (p.o.)*
(Control de dafio) +
n = 20%** TC (i.p)**
TC+EX Extracto (p.o.)*
(Grupo reto) +
n=10 TC (i.p.)**
TC+COL Colchicina (p.0.)*
(Control positivo) +
n=10 TC (i.p)**

*Administracion diaria, ** administracion 3 veces por semana.
Dosis de extracto: 300 mg/kg; dosis colchicina: 10 pg/kg; dosis TC: 0.4 g/kg.

Aceite de oliva: vehiculo del extracto. Aceite mineral: vehiculo del TC. *** El grupo control de dafo, fue dividido en dos (cada
uno n=10), la mitad del grupo fue sacrificado a las 8 semanas de administracién con TC, para obtener asi, los valores de ratas
cirroticas; la otra parte, fue administrada durante 8 semana con TC y 4 semana con VEX, para obtener asi, los valores de la
reversion natural de la cirrosis al suspender el agente hepatotoxico.
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Posteriormente se llevaron a cabo las determinaciones bioquimicas.

En plasma se cuantifico:

Actividad de fosfatasa alcalina (FA, indicador de colestasis). Es una ectoenzima de la
membrana plasmatica de los hepatocitos que cataliza la hidrolisis de ésteres de fosfatos
organicos con un pH alcalino 6ptimo; un incremento en suero de la actividad de FA, esta
relacionado con un dafio en la membrana, es un marcador de colestasis ya que se libera en
presencia de enfermedades que afectan el conducto biliar. * ** *¥ El método utilizado se
basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la FA, para producir fosfato inorgénico y

p-nitrofenol. %%

Actividad de gamma glutamil-transpeptidasa (GGTP, indicador de colestasis). Es una
enzima membranal que cataliza la transferencia del grupo y-glutamil de péptidos a otros
péptidos y a aminoacidos; la liberacion de esta enzima a suero, indica dafo celular y en
consecuencia lesion hepatica, especificamente permite medir la funcidon excretora, por lo

4, 22, 54 , .
[4.22, 541 By este método se utiliza como sustrato la

tanto es un marcador de colestasis.
glutamil-p-nitroanilida que en presencia de la enzima gamma glutamil-transpeptidasa y
del receptor del grupo gamma-glutamilo, como lo es la glicil-glicina, produce la gamma

glutamilglicina y p-nitroanilina. ©°”!

Actividad de alanina-aminotransferasa (ALT, marcador de necrosis). Es una enzima
citosolica, especifica del higado que cataliza la transferencia de un grupo a-amino de
alanina al grupo a-cetoacido del acido alfaoxoglutarico; un incremento de esta enzima en
suero, refleja un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmética o destruccion
celular, lo cual implica necrosis. [* ** > La técnica permite la obtencién de piruvato a

partir de la reaccion de transaminacion entre la alanina y el 4cido alfaoxoglutarico. %!
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En higado se analizo:

Grado de peroxidacion lipidica por especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
(LP, indicador de dafio membranal celular). La peroxidacion lipidica se debe a la
formacion de especies reactivas que dafian a los lipidos componentes de la membrana

celular, por lo tanto, este marcador indica el dafio en la membrana de los hepatocitos. (4

39601 Egta técnica es colorimétrica y se basa en la cuantificacion de TBARS (como el
malondialdehido, MDA). ) Los resultados se expresan como nmol de MDA/mg

proteina. Las proteinas se cuantificaron con el método de Bradford. [

Actividad de catalasa (CAT, indicador de estrés oxidativo y funcionalidad hepatica). Es
una enzima citosolica que cataliza la degradacion del peroxido de hidrogeno (H,0,). En
un dafio hepdtico, la actividad enzimatica de la catalasa disminuye, por lo tanto hay una
acumulacion de H,O,, lo que provoca estrés oxidativo. Esta actividad enzimaética se
cuantifico utilizando permanganato de potasio (KMnQy), ya que reacciona con el H,O;,
por lo tanto se cuantifico el KMnO, residual La actividad de catalasa fue calculada con el

indice constante de reaccion de la descomposicion de H,O, (K*10%/min). &)

Niveles de glucégeno (indicador de estrés oxidativo y funcionalidad hepdtica). Es la
fuente principal de energia en el higado. Al disminuir, el higado no es capaz de llevar a
cabo diferentes funciones relacionadas con obtencién de energia. El dafio cronico
inducido por CCly, provoca alteraciones en la membrana de los hepatocitos por el
incremento del contenido de colesterol y de AMPc. El incremento en los niveles de
AMPc, produce una disminucién en el contenido de glucogeno. ¥ La cuantificacion de

glucogeno se obtendra con la técnica de la antrona en solucion de H,SOy. [63]

Niveles de colagena (como hidroxiprolina, HP, indicador de fibrosis). La alta
concentracion de coldgena indica la aparicion de fibrosis, debido a que es el componente
principal del tejido fibrotico. 1 La técnica utilizada se basa en la descrita por Rojkind y
Gonzalez, Y donde por medio de la digestion 4cida del tejido hepatico se extrae la

hidroxiprolina e indirectamente se cuantifica la colagena.
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6.5 Analisis histoldgico

Las muestras hepaticas fueron fijadas en formaldehido al 10%. El tiempo minimo de fijacion fue
de 24 horas. Fueron enjuagadas con agua y deshidratadas utilizando alcoholes, para su posterior
inclusion con parafina. Se obtuvieron cortes de aproximadamente 6-7 um de espesor utilizando
un microtomo.

Posteriormente se utilizé la tincion de hematoxilina/eosina (HE) para evidenciar el nucleo en
color azul y el citoplasma de los hepatocitos en color rosa. También, para evidenciar el misculo
vascular en tonos rojizos y los globulos rojos de color naranja-rojizo, ademas de la fibrina en rosa
intenso. 1

También se realizd la tincion tricromica de Masson que es una técnica para la coloracion de
fibras colagenas; en esta tincion el tejido conjuntivo se observo en color verde, el tejido muscular
en un tono mas pardo de verde, los eritrocitos en un tono rojizo, nicleos en azul oscuro y el
citoplasma y fibras musculares de color rosa pardo. En general la técnica se usa para identificar

. e o : : 41
incrementos en la colagena hepatica en enfermedades como la cirrosis. [41.66]

6.6 Analisis estadistico
Todos los valores fueron reportados como la media + EE. El analisis estadistico se realizo con la
prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de una via. Cuando la prueba de ANOVA fue
significativa, se aplico la prueba a posteriori de Student-Newman-Keuls para determinar cuales
grupos difieren significativamente entre si, considerando como nivel de significancia una P<0.05,

esto mediante un paquete computacional Sigma-Stat version 10.0 (Systat Software, USA). [¢7]
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VII. DIAGRAMA DE FLUJO DE DISENO EXPERIMENTAL
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VIII. RESULTADOS

8.1 Recoleccion y obtencidn del extracto hexanico de C. vulgare
La recoleccion de las inflorescencias de la planta fueron se llevo a cabo en el municipio Mineral
de la Reforma, Estado de Hidalgo (20°8°8” latitud N y 98°40°19” longitud O y a 2400 m de
altitud). La especie fue previamente identificada en el Herbario del Centro Médico Siglo XXI del
IMSS, con nimero de voucher 15598IMSSM. Se obtuvo un total de 23.8 kg de planta fresca y un
total de 12.4 kg de planta seca y molida; asi se obtuvo el extracto puro o seco, con un

rendimiento de 11.6% (3.48 g/ 30 g).

8.2 Analisis quimico preliminar e in vitro del extracto
El componente mayoritario del extracto fue determinado por espectroscopia infrarrojo (Figura 7-
A) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) (Figura 7-B y 7-C).
En la Figura 7-A, se observa el espectro del analisis por infrarrojo que muestra la presencia de un
componente en gran abundancia (componente mayoritario). Las sefiales mds intensas
corresponden a distintos grupos funcionales, tales como, carbonos alifaticos (CH), carbonilo
(C=0), carbono-oxigeno (C-O) de grupos éster y grupos metilo (CH3); ademas, las vy« obtenidas
coinciden con las reportadas en la literatura: IR (CHCI3): vyax 2.942, 2.866, 1.735, 1.451, 1.379,
1.243, 1.027 cm-1. Con base en lo anterior, se sugiere que se trata de una molécula similar al
acetato de lupenilo (Figura 8). [® En la Figura 7-B, se observa la cromatografia de gases de
Cirsium vulgare en comparacion con la del extracto hexanico de otra especie del género, C.
ehrenbergii. De acuerdo con el tiempo de retencion, se sugiere que el componente mayoritario en
ambos extractos es el mismo, aunque se encuentra en mayor cantidad en el extracto de C.
eherenbergii; por ello, se realizd un analisis de masas de dicha especie que se muestra en la
Figura 7-C, donde se observa el patron de fragmentacion del compuesto, que fue comparado con

el patron de fragmentacion del acetato de lupenilo reportado en la literatura [

y ambos coinciden
nuevamente, lo cual refuerza la presencia posible del acetato de lupenilo como componente

mayoritario del extracto hexanico de C. vulgare.
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Figura 7. A. Empalme del analisis infrarrojo (IR) del extracto hexanico de Cirsium vulgare y Cirsium ehrenbergii;
sefalados grupos funcionales correspondientes a las sefiales de mayor intensidad. B. Cromatografia de gases de
Cirsium vulgare y Cirsium ehrenbergii, sefialado el pico padre de cada una de las especies. C. Patron de
fragmentacion obtenido del analisis de masas de Cirsium ehrenbergii comparado con el reportado en la literatura
del acetato de lupenilo. **
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Lupenyl acetate
chemical structure

Figura 8. Estructura quimica del acetato de lupenilo. [54]

e Fenoles totales (Folin-Ciocalteu)

Se realizo la cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu. Para llevar
a cabo esta prueba se utilizé acido galico como estandar; el resultado obtenido en este analisis fue
una concentracion de 5.775 mg EAG/100 g. La cantidad tan baja de fenoles encontrada en el
extracto se atribuye a la polaridad del extracto, es decir, al tratarse de un extracto no polar, es mas

probable que los metabolitos presentes sean del grupo de los terpenos y esteroles.

e Actividad antioxidante

Se llevé a cabo la determinacion de la actividad antioxidante del extracto mediante tres técnicas.
La primera fue por método de DPPH’, utilizando como estandar trolox (analogo hidrosoluble de
vitamina E); se obtuvo una concentracion de 25.093 pmol ET/100 g. Esto indica la presencia de

componentes con actividad antioxidante, similar a la del acido ascorbico.

La segunda determinacién fue con el método de ABTS™, utilizando como estdndar acido
ascorbico; se obtuvo una concentracion de 0.445 mg EAA/100 g. Esto indica la presencia de
componentes con actividad antioxidante similar a la del trolox, aunque en menor cantidad en

comparacion con los componentes de actividad similar a la del 4cido ascorbico.
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Finalmente se llevd a cabo un ensayo FRAP, utilizando como estandar al trolox; se obtuvo una
concentracion de 9.42 pumol ET/100 g. Este resultado confirma la baja actividad atrapadora de
radicales libres del extracto, y reafirma la propuesta de un mecanismo de accion

inmunomodulador y no necesariamente antioxidante.

8.3 Marcadores bioquimicos
Los resultados de los marcadores bioquimicos se muestran resumidos en la Tabla 3. Para el
analisis estadistico se aplico un analisis de varianza (ANOVA) de una via; cuando la prueba de
ANOVA fue significativa, se aplico la prueba a posteriori de Student-Newman-Keuls para
determinar cudles grupos difieren significativamente entre si, considerando como nivel de

significancia una P<0.05.

Tabla 3. Promedio de la actividad enzimatica y de los niveles de glucogeno, colagena y lipoperoxidacion de cada grupo

tratado.
Marcador VIC+VEX VTC+COL  VTC+EX TC TC+VEX TC+EX TC+COL
(Unidades)
FA . 321.8436.4  368.9438.4  375.5438.4 404.6£16.7  245.1+185  290.0+23.9 233.9+15.6
(nmol/L.min)
. 7.5+0.8 11.240.6 11.120.9 15.540.6 6.940.8 7.240.6 8.140.7
(nmol/L.min)
ALT . 19.543.5 2.140.6 254422  "47.8+433 *30.442.8 781407 35.7+1.4
(pmol/L.min)
LP . " .
+ + + +
(mol MDA/gp) 03003 0.9+0.1 1.340.1 1.6+0.1 0.8+0.1 0.740.1 1.440.5
CAT 10.9+0.1 10.3+0.4 10.8£0.1  14.3+0.1 115401 11.2+0.1 11.8+0.2
(K*10*/min) T S O 30. 5+0. 2+0. 8+0.
Glucoégeno
+ + + * -+ ks + sk + +
(/100 = higado) 2.7+0.4 1.940.5 27402 0.8+0.1 3.9+0.5 2.240.6 3.940.7
Coldgena 0.2:£0.06 0.1£0.04 0.840.2 %3 2402 £40 140,04 *%0240.06  0.340.09
(mg/g higado)

Promedio de cada grupo + EE. * indica diferencia significativa con respecto al grupo VIC+VEX; **indica diferencia

significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05, ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Fosfatasa alcalina. Como lo muestra la Grafica 1, la actividad enzimatica de FA se
incremento visiblemente en el grupo danado (TC) (p<0.05). La administracion del EX no
induce un cambio per se y disminuye el nivel de este marcador de colestasis como se
observé en el grupo reto (TC+EX), mismo que se mantiene en un nivel sin diferencias
significativas con respecto al control de controles (VTC+VEX). Incluso en los grupos de
reversion natural (TC+VEX) y control positivo (TC+COL), los niveles de FA disminuyen

de forma similar.
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Grafica 1. Fosfatasa alcalina (marcador plasmatico de colestasis). Cada barra representa el promedio
de cada uno de los grupos + EE. * indica la diferencia significativa con respecto al grupo
VTC+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05,

ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Gamma glutamil-transpeptidasa. En la Grafica 2, se observa un incremento de
aproximadamente un 40% en la actividad enzimatica de GGTP en el grupo cirrético (TC)
comparado con el grupo control de controles (VITC+VEX); sin embargo, en el grupo reto
(TC+EX) se observa una disminucion significativa del marcador de colestasis en
comparacion con el grupo TC, no asi con respecto a los grupos de reversion natural ni
administracion con colchicina. Nuevamente el EX no induce algun cambio por si mismo.
De este modo, el grupo reto, el grupo de reversion natural (TC+VEX) y el control

positivo, tampoco muestran diferencias significativas con el grupo VTC+VEX.

18 +
16 -

%

14 -

12 A I I

10 +

GGTP pmol/L. Min

o N b O ©®
I

VTC+VEX VTC+COL VTC+EX TC TC+VEX TC+EX TC+COL
Grupos

Grafica 2. Gamma glutamil-transpeptidasa (marcador plasmatico de colestasis). Cada barra
representa el promedio de cada uno de los grupos = EE. * indica la diferencia significativa con
respecto al grupo VTC+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una

P<0.05, ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Alanina-aminotransferasa. La Grafica 3, muestra la actividad enzimatica de ALT que
aumenta al doble en el grupo dafiado (TC) con respecto al grupo control (VTC+VEX); en
el grupo control de extracto (VTC+EX) no se produce necrosis per se, pero si la reduce
durante la cirrosis (TC+EX). En el grupo TC+VEX (reversion natural) ALT no disminuy6
completamente hasta alcanzar los niveles de VTC+VEX, sin embargo, la diferencia con
respecto al grupo cirrético (TC), es significativa. El grupo tratado con colchicina sin dafio
(VTC+COL), muestra un disminucién de aproximadamente un 90% con respecto a
VTC+VEX, estos valores vuelven a niveles normales al administrar la colchicina después
de haber inducido el dafo, tal como se observa en el control positivo (TC+COL).
Nuevamente el grupo reto no alcanza diferencia significativa con respecto al grupo de

reversion natural.
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Grafica 3. Alanina-aminotransferasa (marcador plasmatico de necrosis). Cada barra representa el
promedio de cada uno de los grupos + EE. * indica la diferencia significativa con respecto al grupo
VTCH+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05,

ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Lipoperoxidacion. Se observo un grado marcado de lipoperoxidacion (Grafica 4) en el
grupo danado (TC) con respecto al grupo testigo (VTC+VEX), y en comparacion con este
mismo, el grupo VIC+EX se mantiene en el mismo nivel; sin embargo, el extracto
muestra una tendencia a revertir el dafio pues reduce significativamente el grado de
lipoperoxidacion del grupo reto (TC+EX), con respecto al grupo TC. El grado de
lipoperoxidacion disminuye a valores normales en los grupos de reversion natural
(TC+VEX) y control colchicina (VTC+COL), pese a ello, al administrar la colchicina con
el dafio (TC+COL), la reversion del dafio no es tan marcada como en el caso del TC+EX.
Aun asi, el grupo TC+EX no alcanza una diferencia significativa con respecto los grupos

de reversion natural y control positivo.
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Grafica 4. Lipoperoxidacion (marcador de dafio oxidativo membranal). Cada barra representa el
promedio de cada uno de los grupos + EE. * indica la diferencia significativa con respecto al grupo
VTC+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05,

ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Catalasa. La actividad enzimatica de catalasa (Grafica 5) incrementd en un 40%
aproximadamente en el grupo dafiado (TC) con respecto al control de controles. Los
grupos de reversion natural (TC+VEX) y TC+EX, mostraron evidentemente el efecto de
reversion del extracto, ya que los niveles disminuyeron hasta el mismo nivel de ratas
sanas, es decir, no muestran diferencia significativa con respecto a VIC+VEX. Sin
embargo, de igual manera que en los marcadores anteriores no hay diferencia significativa

entre la reversion natural y la administracion con el extracto.
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Grafica 5. Catalasa (indicador de funcionalidad hepatica y estrés oxidativo). Cada barra representa el
promedio de cada uno de los grupos + EE. * indica la diferencia significativa con respecto al grupo
VTC+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05,
ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Nivel de glucégeno. Se observo una baja ostensible en la cantidad de glucogeno en el
grupo cirrdtico (TC) (Grafica 6), pero el efecto fue revertido por la administracion del
extracto ya que el nivel de glucogeno de este grupo se elevo hasta valores del grupo
control, el grupo de reversion natural mostrd el mismo efecto, aunque nuevamente no hay
diferencia significativa entre ambos grupos y tampoco con respecto al grupo administrado

con colchicina.
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Grafica 6. Glucdgeno (indicador de funcionalidad hepatica y estrés oxidativo). Cada barra representa
el promedio de cada uno de los grupos + EE. * indica la diferencia significativa con respecto al
grupo VTC+VEX; ** indica la diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05,

ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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Cuantificacion de colagena. Se observa un aumento marcado de coldgena en el grupo
cirrético (TC). Asimismo, se observa que la administracion del EX, revierte totalmente la
fibrosis, es decir, exhibe un efecto fibrolitico, ya que el nivel de colagena del grupo
control es muy similar al cuantificado en el grupo reto, asi como al nivel del grupo de
reversion natural y al administrado con colchicina (Grafica 7); estos resultados sugieren

que ademas de actividad anticolestatica, el EX tiene también un efecto fibrolitico.
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Grafica 7. Colagena (indicador de fibrosis). Cada barra representa el promedio de cada uno de los
grupos = EE. * indica la diferencia significativa con respecto al grupo VTC+VEX; ** indica la
diferencia significativa con respecto al grupo TC, con una P< 0.05, ANOVA, Student-Newman-

Keuls.
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8.4 Analisis histoldgico

A continuacion se describen las fotografias de las muestras histolégicas mostradas en la Figura 9.

A.

La imagen corresponde al grupo cirrético (TC) y a la muestra se le realizd una tincion
tricromica de Masson. Se identifica tejido fibroso en color azul, esto se debe a la
acumulacion de proteinas de matriz extracelular como respuesta a la necrosis y
destruccion del tejido; también, se observa necrosis extendida por el tejido y un evidente

grado de inflamacion.

La imagen corresponde nuevamente al grupo cirrdtico (TC), en esta ocasiéon con una
tincion de HE. Se observa que la administracion del TC, caus6 una destruccion casi total
del tejido; se identifican focos de necrosis, muchas células con necrosis balonizante,
inflamaciéon del parénquima, micro y macrovacuolizacion (esteatosis), los nucleos
presentan picnosis y, de hecho, se observa el comienzo de migracion celular leucocitaria

hacia estos focos de necrosis e inflamacion.

Esta imagen representa al grupo VTCH+VEX; en este caso, se observa el tejido
completamente homogéneo y sano, es decir, los hepatocitos se encuentran dispuestos
habitualmente en empalizados celulares. Al centro se aprecia una vena central y

sinusoides.

Se observa la muestra representativa del grupo TC+VEX, se evidencia la reversion del
dafio al suspender la administracion de TC, ya que la mayor parte del tejido se encuentra

integro; se observa necrosis balonizante ligera y limitada a la zona pericentrilobulillar.

En el grupo VTC+COL, se observa el parénquima sano con poca inflamacion, los
hepatocitos uniformes y bien definidos, lo que demuestra que la administracion de
colchicina no causa hepatotoxicidad por si misma. Al centro se aprecia una triada portal

bien definida.
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F. Se observa que en el grupo TC+COL, la reversion del dafio es mucho menor que el grupo
TC+VEX, ya que se presenta un alto grado de inflamacion extendida por todo el tejido,
células en proceso de necrosis, picnosis, congestion vascular, y necrosis balonizante en la

zona pericentrilobulillar.

G. La imagen del grupo VTC+EX, hace evidente que la administracion del extracto no causa
ningln tipo de dafio per se; el tejido se encuentra homogéneo y los hepatocitos bien

definidos.

H. En la muestra del grupo TC+EX se observa una gran mejoria, incluso en comparacioén con
los grupos TC+VEX y TC+COL. Se aprecia la mayor parte del tejido integro y en zona

pericentral, el dafo es discreto.

En conclusion, la administracion con TC, causa un dafio grave y evidente a nivel celular y
extendido por todo el parénquima; sin embargo, la suspension del hepatotoxico, permite la
regeneracion del tejido, y de hecho, en mayor grado que utilizando un firmaco cominmente
utilizado en padecimientos hepaticos. Por otro lado, en este analisis, se confirma que la
administracion del extracto tiene una tendencia a la reversion del dafio ya que en las muestras
histolégicas muestra una mejoria incluso mayor que la reversion natural y el tratamiento con

colchicina.
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G H

Figura 9. Panel de fotografias de muestras histologicas (aumento 10x). A: Grupo cirrédtico (TC), tincién
tricromica de Masson; B: Grupo cirrotico (TC), tincion HE; C: Control de controles (VTC+VEX),
tincion HE; D: Reversion natural (TC+VEX), tincion HE; E: Control colchicina (VTC+COL), tincion
HE; F: Control positivo (TC+COL), tincion HE; G: Control extracto (VTC+EX), tincion HE; H: Grupo
reto (TC+EX), tincion HE.
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IX. DISCUSION

El efecto de reversion de la cirrosis por TC observado en la investigacion presente, se evalud con
marcadores bioquimicos de colestasis (FA y GGTP), necrosis (ALT), funcionalidad hepatica y
estrés oxidativo (CAT, LP y glucogeno hepatico) y fibrosis (HP) ademas del analisis histoldgico;
y sugiere una tendencia a la reversion del dano debido al efecto bioldgico o farmacoldgico
probable como mecanismo de accion del componente mayoritario del extracto (obtenido

preliminarmente por IR y CG/EM) en conjunto con los demas componentes presentes en €l.

También se presume que el extracto promueve un ligero efecto protector y antioxidante, basado
en las pruebas DPPH’, ABTS™ y FRAP realizadas para este estudio, asi como los reportes previos

del efecto hepatoprotector de extracto hexanico de C. vulgare.

9.1 Efecto antioxidante y contenido fendlico del extracto. Acetato de lupenilo:

componente mayoritario

El efecto hepatoprotector mostrado en estudios anteriores por C. vulgare, podria atribuirse a la
presencia de flavonoides atrapadores de radicales libres que se hallan en diferentes especies del
género Cirsium que evitan el estrés oxidativo. Esta propuesta es reforzada con base en un estudio
donde se demuestra la actividad antioxidante del extracto polar metanolico de C. vulgare y su

efecto hepatoprotector. '

Particularmente, en este estudio, segiin los resultados obtenidos en el andlisis por IR las Vmax
obtenidas coinciden con las reportadas en el analisis por IR realizado al acetato de lupenilo en
analisis previos. [® Esta sugerencia se refuerza con los resultados obtenidos en el anélisis por
CG/EM. En ambos andlisis (gases y masas) se comparo el tiempo de retencion y el patron de
fragmentacion, respectivamente, con el tiempo de retencidon y patron de fragmentacion del
acetato de lupenilo reportados también en la literatura y la coincidencia en ambos, sugiere
fuertemente la posibilidad de que el componente mayoritario obtenido en el extracto hexanico de
C. vulgare es acetato de lupenilo . Ademas, este compuesto ha sido identificado en otras dos
especies del género, C. setosum y C. japonicum, por lo tanto, la relaciéon quimiotaxéonomica entre

especies del mismo género, sugiere nuevamente la presencia del acetato de lupenilo como
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169701 Aunado a ello, diferentes efectos benéficos de este compuesto han

componente mayoritario.
sido reportados, entre ellos el efecto antiinflamatorio, anticancerigeno, contra artritis, diabetes y
enfermedades cardiacas, ademds de proteccion renal y hepatica. La proteccion hepatica del
acetato de lupenilo, se atribuye a que promueve la actividad de antioxidantes endogenos como
glutation reducido, catalasa y superoxido dismutasa; ademas, ha sido reportado que el acetato de
lupenilo disminuye algunos marcadores de dano hepatico (inducido por TC) como ALT, LP
(medida por MDA) y ON. La actividad antiinflamatoria, particularmente, ha sido asociada a la
capacidad del compuesto de disminuir citocinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral-a,
TNF-0) y se relaciona también con su actividad inhibitoria sobre el complejo PG sintetasa; 7%
lo anterior refuerza el probable mecanismo de accion inmunomodulador por parte del extracto, a

lo que se atribuye la tendencia a la reversion de la cirrosis observada en el estudio presente.

En la investigacion presente, la actividad antioxidante encontrada en el extracto resulto ser baja a
diferencia de otros extractos, evaluados por diferentes autores en extractos polares, por ejemplo,
antioxidantes conocidos como el vino tinto contienen una concentracion de fenoles totales de
3500 mg EAG/ L, el arandano 2300 mg EAG/ L y el extracto polar metandlico de la céscara de
granada 2347 mg EAG/ 100 g. ! En el caso de actividad antioxidante medida por el método
DPPH’, algunos extractos metanolicos de especies del género Calophylum dan valores entre
15067 y 2651 pumol ET/g (segin la estructura de la planta extraida; tallos u hojas,
respectivamente); para el caso de ABTS™, estos mismos extractos presentaron valores de 8492 y
39393 umol ET/g, respectivamente; finalmente en el caso del ensayo FRAP 47261 y 30473 mg
EAA/g, respectivamente. °*! En comparacion, los valores aqui obtenidos son muy bajos, esto se
debe probablemente a la naturaleza del extracto, ya que en esta ocasion se evalud un extracto no
polar (hexéanico); por ello, se sugiere que en este extracto las moléculas polares como los
flavonoides no estan presentes o se hallan en cantidad muy baja; sin embargo, el extracto
contiene diferentes metabolitos secundarios con actividad biologica que promueven un ligero
efecto antioxidante. Especificamente, los reportes anteriores sobre C. vulgare, la mayoria de los
componentes identificados de esta especie son polares o poco polares, por ejemplo, se reporta la
presencia de flavonoides: kaempferol-3-O-glucosido, quercetina-3-O-glucosido, quercetina-3-O-

galactosido, apigenina-7-O-diglucosido y genkuanina-4-O-glucdsido; ac. fendlicos: p-cumarico,
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caféico, ferulico, galico, clorogénico, rosmarinico, vanillico, feralico y p-hidroxibenzoico;
esteroles: A-5-avenasterol, brasicasterol, campesterol, B-sitosterol y estigmasterol, y aceites
esenciales: benzaldehido, 2,3-octanodiol, 2-pentil-furano, n-octanal, B-linalool, n-nonanal, n-
decanal, n-alcano, B-ciclocitral, 2-metoxi-4-vinilfenol, eugenol, geranil-acetona, heptadecanal y
fitol. 1 7% Las investigaciones realizadas utilizando disolventes no polares para la extraccion,

10, 41, 4
e’[0, , 46

como en el caso de los extractos hexanicos de C. ehrenbergii y C. vulgar I el extracto

hexanico de C. pascuarense [’

y la investigacion presente, muestran que los componentes de
polaridad baja o nula de C. vulgare y otras especies del género, también tienen efectos benéficos;
mismos a los que se atribuye la ligera actividad antioxidante mencionada anteriormente y/o la
capacidad inmunomoduladora mediada por receptores nucleares donde se unen esteroles como el
acetato de lupenilo, que emulan el efecto de hormonas sexuales o de acidos biliares

hepatoprotectores. 511

9.2 Reversidn de colestasis, necrosis, estrés y dafio oxidativo y fibrosis inducidos por TC

en ratas

En esta investigacion, los marcadores bioquimicos mostraron que el extracto tiene una actividad
de reversion de la cirrosis inducida por TC, aunque no se observo una diferencia estadistica
(P<0.05) con respecto al grupo de reversion natural; sin embargo, si existe diferencia
significativa en cuanto al grupo dafiado; por ello, es importante reiterar que la administracion del
extracto muestra una tendencia a revertir el dafio. Debido a ello, se presume que el efecto de
reversion podria resultar en mayor grado que la reversion natural si el esquema de administracion
se ajustara a dos veces por dia porque, quizas, el t;» de eliminacion sea corto y requiera ese
cambio para asegurar una mejor biodisponibilidad de los componentes hepatoprotectores, e
incluso, podria elevarse la dosis del extracto que ha sido evaluado en dosis de hasta 500 mg/kg.
[46]

El incremento en marcadores de colestasis tales como la actividad enzimatica de FA y GGTP, en
el grupo cirrdtico se debe a que, durante la colestasis, estas enzimas membranales se liberan a
suero a causa de la respuesta inflamatoria que aparece y de la permeabilidad celular aumentada,

. o L. [4,14,54
este incremento en suero puede observarse en casos de cirrosis y hepatitis. 1*'*** Los resultados
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de esta investigacion mostraron que la administracion del extracto hexanico de C. vulgare en el
grupo con cirrosis, tiene un efecto colagogo, es decir, disminuy6 significativamente el nivel de
estos dos marcadores con respecto al grupo cirrético, el comportamiento de estas enzimas durante
el dafio, coincide con los resultados de hepatoproteccion observados con C. vulgare en modelos
de dafio agudo y cronico, respectivamente y ambos inducidos con TC; asi como el extracto
hexanico de C. ehrenbergii (300 mg/kg) en un modelo de dafio cronico con el mismo
hepatotoxico, por lo tanto ambas especies también tienen efecto anticolestatico ! *!- *J Los
resultados obtenidos en marcadores de colestasis, sugieren que el extracto no polar, posee
propiedades anticolestaticas o como colagogos de forma similar a los resultados de la evaluacion
de los extractos polares de varias plantas del mismo género, como se ha comentado

anteriormente. Sin embargo, aun con la tendencia exhibida por el extracto, la diferencia no fue

significativa con respecto al grupo de reversion natural.

Los niveles enzimaticos elevados de ALT indican la existencia de necrosis; este incremento
aparece en casos de cirrosis, colestasis e incluso neoplasias hepaticas. 'Y La aparicion de esta
enzima citosolica en plasma se asocia con dafio celular que implica un aumento en la
permeabilidad de la membrana o destruccion celular, lo que permite la liberacion de la enzima
141 El extracto hexénico de C. vulgare disminuy¢ significativamente la actividad enzimatica de
ALT en suero, esto sugiere actividad antinecrdtica del extracto; el resultado obtenido, coincide
nuevamente con los estudios hepatoprotectores previos de la especie (con dosis de 250 y 500
mg/kg y 300 mg/kg respectivamente) que también muestran la prevencion de necrosis en un dafio
agudo y cronico, respectivamente. El extracto hexanico de otras especies del género como C.
ehrenbergii (300 mg/kg) también previno la aparicion de necrosis en un dafio cronico por TC.
(1041461 B] efecto antinecrotico también se observa en los marcadores ALT y AST con la
administracion de extractos polares de otras especies, por ejemplo, los extractos metandlicos de
C. setidens y Trichosanthes cucumerina (hepatoproteccion y reversion), dafio por D-
galactosamina y TC respectivamente, y del extracto acuoso de C. arisanense, dafio provocado por

[30. 43. 5] B efecto antinecrético posiblemente se debe a la presencia de metabolitos

tacrina.
atrapadores de radicales libres, que aunque en baja concentracion evitan el dafio en las

membranas de los hepatocitos y, en consecuencia, la muerte celular provocada por el estrés
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oxidativo generado por agentes hepatotoxicos. ') La prevencién, o en el caso de este trabajo, la
reversion de la colestasis, conlleva la detencion del proceso inflamatorio, que a su vez, causa
necrosis de los hepatocitos, por lo tanto la relaciéon entre ambos tipos de marcadores, sugiere
nuevamente el efecto anticolestatico y colagogo del extracto hexanico de C. vulgare; sin
embargo, es mas probable que ambos efectos estén asociados a la presencia del acetato de
lupenilo ya que, como se mencion6 anteriormente, promueve la actividad de antioxidantes
enddgenos y tiene la capacidad de disminuir citocinas proinflamatorias. Ambos efectos se
observan en modelos de reversion de la cirrosis que han evaluado diferentes compuestos como el

. . o . .. 47.48.50
celecoxib, alopurinol, silimarina y colchicina. [47.48.50]

Los lipidos componentes de las membranas son esenciales para el sistema de soporte de las
células, la destruccion de sus propiedades estructurales puede tener consecuencias fatales para las
funciones celulares. La peroxidacion de lipidos se considera considerada el efecto principal de la
oxidacioén por radicales libres. La medicion de lipoperoxidacion mediante TBARS, como el
malondialdehido, es un marcador de daiio membranal en los hepatocitos; el malondialdehido, es
un producto resultante del metabolismo y la muerte celular, por lo tanto, es proporcional al dafio.
En este marcador, el extracto mostré una evidente reversion del dafio oxidativo por TC, aunque
nuevamente, no alcanzé una diferencia estadistica con respecto al grupo de reversion natural, sin
embargo, sigue exhibiendo la tendencia mencionada anteriormente y cabe remarcar que si mostro
diferencia significativa en comparacion con el grupo cirrdtico. Este resultado es similar a la
hepatoproteccion observada al administrar el extracto hexanico de C. ehrenbergii en una dosis de
500 mg/kg y C. vulgare (300 mg/kg) en modelos agudo y cronico respectivamente " %! La
proteccion contra la peroxidacion lipidica puede atribuirse a la presencia del acetato de lupenilo y
otros metabolitos que promueven la actividad antioxidante (en menor cantidad) en los extractos;
esto sugiere un mecanismo de accion que implica probablemente receptores nucleares y como se
menciond anteriormente, dicho compuesto promueve también la actividad de antioxidantes
endogenos. Por ello, se presume que se detiene el progreso del dafio hepatico, ya sea
suspendiendo el agente hepatotoxico en el caso del grupo de reversion natural o bien, como se
observo en este caso, administrando el extracto de C. vulgare (actividad antioxidante promovida

por el acetato de lupenilo). "
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La catalasa es una enzima que degrada el perdxido de hidrégeno y éste es un compuesto
altamente oxidante, por lo que esta medicion es un indicador de estrés oxidativo; ante la
presencia del dafio hepatico cronico la actividad de catalasa disminuye por su sintesis a la baja
durante enfermedades como la cirrosis y, por ende, hay un incremento de ROS y radicales libres,
lo cual se ve reflejado por la acumulacién de peroxido de hidrogeno. ) Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta investigacion muestran un aumento de la actividad de catalasa en
respuesta al dafio, lo que difiere con otras investigaciones realizadas, en las que catalasa se
encuentra en cantidades muy bajas al inducir el dafio ). La elevacion de la enzima en este caso
podria deberse a la fase en la que se encuentra el dafio, es decir, si existe una cantidad grande de
agentes oxidantes, y la funcionalidad hepatica aun es considerable, la catalasa aumentaria
tratando de ejercer el efecto antioxidante, a diferencia de una fase mdas avanzada donde la
cantidad de agentes oxidantes supera la capacidad de la enzima. Se observé que el extracto por si
mismo y al ser administrado después del TC y en el grupo de reversion natural, disminuy6
significativamente el nivel en este marcador con respecto al grupo cirrético; este resultado se
relaciona nuevamente con la presencia del acetato de lupenilo que como se ha mencionado en

ocasiones repetidas, promueve la actividad de antioxidantes endogenos, entre ellos, la catalasa.
[51]

El higado, lleva a cabo funciones de sintesis, depdsito y catabolismo del glucdgeno, que es su
principal fuente de energia, por lo tanto el nivel de glucogeno es uno de los principales
marcadores funcionalidad hepatica; éste disminuye considerablemente durante el dafio. ' El
ON, es un mediador del dano hepatico, éste puede ser un agente antioxidante pero, en altas
cantidades y al ser altamente inestable, puede resultar un efecto contrario y es inducido por
citocinas proinflamatorias como TNF-a. Al administrar un hepatotoxico como el TC, el nivel del

BU por el contrario, el

glucdégeno disminuye significativamente e incluso llega a agotarse;
extracto de C. vulgare mantuvo los niveles de glucégeno durante el dafio cronico por TC. Sin
embargo, igual que en cada uno de los marcadores mencionados anteriormente, no se observo
diferencia estadistica entre el grupo administrado con TC+EX y el grupo de reversion natural. La
prevencion del dafio se ha observado con la administracion del mismo extracto pero en dosis de
250 y 500 mg/kg durante el dafio agudo y 300 mg/kg en dafio crénico, asi como el mismo

extracto de otras especies como C. ehrenbergii durante la cirrosis, ambos inducidos por TC.
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(1041461 Estos resultados podrian estar relacionados también con la actividad del acetato de

lupenilo y la posible inhibicién de agentes como el ON, ya que el compuesto y algunos derivados
han mostrado actividad inhibitoria contra ON y citocinas proinflamatorias y se presume que
promueven un incremento de glucosa, ya que al inhibir al ON, la sintesis de glucdégeno y
glucogendlisis no se ven afectadas. Asimismo, el higado queda protegido contra la progresion de
colestasis, necrosis y en consecuencia, de fibrosis; es como se logra iniciar la regeneracion de la

estructura anatomica y la funcionalidad hepatica. '

La fibrosis, es el resultado de un dafio cronico en el higado; esta enfermedad se caracteriza por la
activacion de las HSC y la produccion excesiva de matriz extracelular (principalmente de

3771 Este trastorno

coldgena I, Il y IV) en respuesta a la destruccion de las células hepéticas.
constituye una de las caracteristicas distintivas de algunos padecimientos crénicos como la
hepatitis cronica y la cirrosis y, por lo tanto, el término fibrosis es empleado para describir el

41 En esta investigacion, la

aumento de la cantidad absoluta de coldgena en el higado.
administracion del extracto, mostrd un efecto fibrolitico, es decir revirtio el grado de fibrosis al
ser administrado después del dafio, nuevamente no mostré diferencia significativa comparandolo
contra el grupo de reversion natural ni contra el grupo tratado con colchicina (conocido alcaloide
antifibrético); sin embargo, la tendencia a revertir el dafio sigue observandose. Ademas, el
extracto hexanico de C. vulgare, también ha mostrado un efecto protector, es decir, antifibrotico,
evitando el deposito de colagena en el higado; de igual forma que otros extractos y con diferentes
dosis, otro ejemplo es el extracto hexanico de C. ehrenbergii, en una dosis de 300 mg/kg, en el

10,41 . . . .
1 Cabe mencionar que igual que en este estudio, otra evaluacion de

dafio cronico por TC. |
reversion de la fibrosis, utilizando colchicina y silimarina, e induciendo dafio por TC, la
coadministracion con ambos componentes, no mostré actividad fibrolitica significativa con
respecto a la reversion natural. °% La liberacién de radicales libres y de citocinas profibrogénicas
induce la activacion de las HSC, la modulacion farmacologica de estas citocinas y de sus vias
intracelulares atenta la progresion de la fibrosis en modelos experimentales diversos al evitar la

[19.141 'E] Factor de crecimiento transformante (TGE-

acumulacion de HSC activadas en el higado.
B), un factor de crecimiento multifuncional, es la citocina profibrogénica mas potente secretada
por las HSC y es un mediador de la respuesta inflamatoria, de hecho las HSC son la mayor fuente

de TGF-p, sin embargo, las células Kupffer, los hepatocitos y las plaquetas también secretar esta
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citocina. TGF-B es un mediador clave en la fibrogénesis, ya que favorece la transicion de las HSC
a células con funciones miofibroblasticas, estimula la sintesis de proteinas componentes de ECM
e inhibe su degradacion, por lo tanto, la expresion de TGF-B y sus receptores incrementa tras la

activacion de las HSC. [78-8%

La sefializacion intracelular de TGF-J se lleva a cabo via proteinas Smad; la union de TGF-8 con
el receptor tipo II recluta y fosforila al receptor tipo I. Las proteinas Smad2 y Smad3 son
reclutadas al receptor tipo I activado donde ambas son fosforiladas. Las proteinas Smad estan

78791 por 1o tanto, las

involucradas en la activacion de macréfagos mediada por TGF-f.
propiedades antifibroticas del extracto, se deben probablemente a la presencia de componentes
que le confieren a la planta dicha propiedad moduladora, de esto existen reportes de diferentes
compuestos vegetales que exhiben propiedades inmunomoduladoras; algunos de ellos son
flavonoides glucosidos, acidos fendlicos, alcaloides, terpenoides y esteroles como el acetato de

. . . .o . . . . 51.81
lupenilo, que como se ha mencionado repetidamente, inhibe citocinas proinflamatorias. ']

En ninguno de los marcadores bioquimicos se observo diferencia significativa entre los grupos
TC+EX, TC+VEX y TC+COL. Aun asi, la presencia de acetato de lupenilo, permite sugerir y
proponer que al modificar el esquema de administracion del extracto, aumentando la dosis o bien,
duplicar la administracion diaria, el proceso de reversion se observaria en menos tiempo que en el
proceso de reversion natural y en la administracion de colchicina. Esta propuesta se refuerza al

observar el analisis histologico que serd discutido a continuacion.
9.3 Analisis histoldgico

Los resultados del analisis histoldgico, coincidieron con los obtenidos en el analisis bioquimico.
En las muestras con tincion HE, la destruccion del tejido es evidente al administrar TC, debido a
la necrosis que provoca y todo el dafio que conlleva. Por el contrario, en los grupos control de
controles, control de extracto y control colchicina (sin administracion de TC), el tejido se
mantuvo sano y es notable la integridad de las células. En el grupo de reversion natural, se induce
la regeneracion hepatica al suspender el agente hepatotoxico, sin embargo, alin se observod un
ligero dafio en zona pericentral; a diferencia de ello, la tendencia a revertir el dafio por parte del
extracto, se evidencid aun mas marcadamente con este analisis ya que, al comparar el tejido del

grupo reto (TC+EX), contra el grupo TC+COL, es notable la mejoria causada por la
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administracion del extracto, a diferencia de la administracion con colchicina, donde la
inflamacion del tejido, necrosis, y en general el dafo celular se observan mucho mas presentes.
En la tincidn tricrémica de Masson, el tejido fibroso, se halld unicamente en el grupo cirroético.

En el resto de los grupos no se observo la aparicion de fibrosis.

El deterioro o destruccion del tejido, incluye principalmente inflamacion, necrosis balonizante
(en zona pericentral, principalmente, y en el grupo cirrotico extendida por todo el tejido),
picnosis, micro y macrovacuolizacion. La necrosis en zona pericentrilobulillar, es considerada la
causa principal de la induccion del dafio inducido con TC, aunque también puede ser causada por
farmacos (que se metabolizan en el higado) y otras toxinas, lo que explicaria el dafio observado

) . . .,
821 La necrosis balonizante, también es uno de los

en el grupo administrado con colchicina.
primeros y mas frecuentes cambios observados cuando se induce dafio con TC y se observa en
algunas otras condiciones como infecciones virales, dafio causado por el consumo de alcohol y
obstruccion de conductos biliares. La vacuolizacion (esteatosis) también es una caracteristica de
la administraciéon del TC “***% Cuando el dafio es persistente, como el caso del modelo crénico
evaluado en esta ocasion, donde el estancamiento biliar es prolongado, la necrosis incrementa
significativamente y esto produce fagocitosis por las células Kupffer y en respuesta a ello, se
observa claramente, la migracion celular hacia los focos de necrosis; ahi intervienen las HSC, que
sufren una activacion en la que adquieren funciones similares a miofibroblastos, como la
secrecion de citocinas proinflamatorias, profibrogénicas y comienza el establecimiento de la
fibrosis. En el desarrollo de fibrosis estan involucradas algunas citocinas entre ellas, el factor de
crecimiento transformante- beta (TGF-) que es proinflamatoria pero sobre todo profibrogénica
y es secretada por las HSC; y otro factor importante con propiedades profibrogénicas es el factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF). Al activarse las HSC también se produce ON, por
ello, es posible atribuir nuevamente, el efecto fibrolitico del extracto a la presencia del acetato de

lupenilo, que como se menciond anteriormente probablemente promueve la inhibicion del ON.
[14,78-80]

Con relacion a lo anterior, algunos farmacos como el celecoxib y alopurinol, ademas de
productos naturales como la silimarina y colchicina, han mostrado tener propiedades preventivas

y de reversion contra la fibrosis, aunque es importante recordar que en la administracion con
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silimarina y colchicina, el efecto fibrolitico no fue significativo con respecto a la reversion
natural. " Los resultados observados en el grupo administrado con extracto coinciden con los
obtenidos en el analisis histologico del efecto hepatoprotector del extracto hexanico de C.

vulgare, y de otras especies como C.ehrenbergii y R. officinalis. ['*!4"]
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X. CONCLUSIONES

Segun el andlisis con IR y CG/EM, el componente mayoritario del extracto es acetato de
lupenilo; esto coincide con los datos antiinflamatorios reportados en la literatura sobre dicho
compuesto que esta presente en otras especies del género Cirsium, tales como C. japonicum y C.

setosum; por lo tanto es posible sugerir un mecanismo de accion inmunomodulador del extracto.

El contenido fendlico del extracto hexanico de C. vulgare es minimo al ser un extracto de
naturaleza no polar. Sin embargo, contiene diferentes metabolitos secundarios con actividad
bioldgica que promueven un efecto antioxidante no atrapador de radicales libres durante la
cirrosis, como el acetato de lupenilo que promueve la actividad de diferentes antioxidantes

endogenos.

El extracto hexanico de la inflorescencia de C. vulgare, en una dosis de 300 mg/kg diariamente
por cuatro semanas, revierte ligeramente los niveles de los marcadores bioquimicos de colestasis,
necrosis, daflo membranal, estrés oxidativo, funcionalidad hepatica y fibrosis; en marcadores de
como LP, GGTP y ALT, sin embargo, el extracto unicamente exhibe una tendencia a revertir el
dafio, debido a que no presentd diferencia significativa en ninguno de los marcadores con
respecto al grupo de reversion natural y al grupo administrado con colchicina, sin embargo, el
extracto no muestra causar ningun tipo de dafio per se ya que también se mantiene sin diferencia
significativa con respecto al control de controles (VIC+VEX) en todos los marcadores
bioquimicos, ademas en todos ellos, si existe diferencia significativa con respecto al grupo

cirrético (TC).
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XI. PERSPECTIVAS

Debido a que no se observd una diferencia significativa con respecto al grupo de reversion
natural en ningin marcador, pero si fue evidente la mejoria de la cirrosis con la administracion
del extracto, se recomienda realizar pruebas toxicologicas como dosis letal 50 (DL-50) del
extracto hexanico de las inflorescencias de C. vulgare; donde, se recomienda ajustar una dosis
mayor del extracto y administrarlo dos veces al dia para asegurar su biodisponibilidad y asi

comprobar si aumenta su efecto de reversion de la cirrosis.
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