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Efecto protector del extracto etandlico de Cenchrus echinatus L. “cadillo” sobre la
cirrosis hepatica inducida en ratas

Protective effect of ethanol extract of Cenchrus echinatus L. "cadillo" on induced liver
cirrhosis in rats
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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto protector de Cenchrus echinatus L. (cadillo)
sobre la cirrosis hepatica inducidas con en ratas. El disefio es un estudio pre-clinico, el cual se desarroll6 en la
Escuela de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Medicina Humana. Universidad San Pedro, Chimbote, Peru.
Para lo cual se utilizaron 36 ratas machos de 190 + 10g y extracto etandlico de cadillo. La muestra vegetal se
recolecto en San José, distrito de Santiago de Cao, Provincia de Ascope, Departamento de la Libertad. La
determinacién del efecto sobre la cirrosis se evalué utilizando el método de Regimbeau 2008, que consisti6 en
la distribucion de 6 grupos de 6 ratas c/u, donde el primer grupo recibi6é (SSF), el segundo: fenobarbital (F) +
tetracloruro de carbono (CCly), €l tercero: (F + CCly) + Silimarina, el cuarto, quinto y sexto grupo: (F + CCly)
+ extracto en tres niveles de dosificacion. El fenobarbital 0,5 mg/mL, diluida en el agua de beber por 15 dias,
y luego, tetracloruro de carbono 0,2mL/kg en aceite de oliva 1:1, oralmente por 7 dias. Se colectd una muestra
de sangre para determinar perfil hepatico; los animales fueron sacrificados extrayéndose el higado para
estudio histopatolégico. Los datos obtenidos mostraron dafio hepatico con tetracloruro y fenobarbital,
evidenciandose un aumento del colageno, la fibrosis y los nédulos de regeneracion; mientras que la silimarina
y el extracto de cadillo demostrd proteccion disminuyendo los pardametros mencionados, por lo tanto se
concluyé que el extracto etandlico de Cenchrus echinatus L. (cadillo) ejerce efecto protector de la cirrosis
inducida en ratas por tetracloruro de carbono y fenobarbital.
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Abstract

This study aimed to determine the protective effect of Cenchrus L. echinatus (cocklebur) on-induced liver
cirrhosis in rats. The design is a pre-clinical study, which was developed at the School of Pharmacy and
“Biochemistry, College of Human Medicine. Universidad San Pedro, Chimbote, Peru. To which used 36 male
‘rats and 190 + 10g ethanol extract of cocklebur. The plant sample was collected in San José district of
Santiago de Cao, Ascope Province, Department of La Liberty. Determining the effect on cirrhosis was
evaluated using the method Regimbeau 2008, which involved the distribution of 6 groups of 6 rats c/u, where
the first group received (SSF), the second: phenobarbital (F) + tetrachloride carbon (CCl4), third (F + CCl4) +
Silymarin, the fourth, fifth and sixth group: (F + CCl4) + extract three dose levels. Phenobarbital 0.5 mg / mL,
diluted in the drinking water for 15 days, and then, carbon tetrachloride 0.2 mL / kg of olive oil 1:1, orally for
7 days. We collected a blood sample to determine liver profile, the animals were sacrificed for extracting liver
histopathology. Data were obtained showed tetrachloride and liver damage with phenobarbital, showed an
increase of collagen, fibrosis and regeneration nodules whereas silymarin extract and protection showed
decreasing cocklebur above parameters are therefore concluded that the extract echinatus Cenchrus L.
ethanolic (cadillo) exerts protective effects of cirrhosis induced by carbon tetrachloride rats and
phenobarbital.

Keywords: Ethanolic extract, Cenchrus echinatus L., liver cirrhosis
Introduccion

Las lesiones hepéticas ente ellas la cirrosis hepatica constituye uno de los principales
problemas de salud en el mundo, debido a su alta tasa de morbimortalidad. Las tasas de
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defunciéon mas elevadas se registran en paises como Moldavia (91 por 100.000 habitantes)
y Hungria (85 por 100.000 habitantes), en algunos paises de América Latina, como Chile y
México, la cirrosis hepatica ocupa, entre el 5° y 6° lugar como causa de muerte general
(Varvasovszky, 2000). En el Perq, la cirrosis hepatica tiene una tasa de mortalidad de 9,48
por 100,000 habitantes, ocupando el 5° lugar, en orden de magnitud entre las defunciones
generales, el 2° lugar entre las enfermedades digestivas y hepatobiliares y es la 2° causa de
muerte entre las defunciones registradas para el grupo etireo de 20 a 64 afios (MINSA,
2006).

A nivel mundial las causas principales de cirrosis hepatica son el consumo crénico de
alcohol y la enfermedad viral crénica. Causas menos frecuentes, son las enfermedades
hepéticas autoinmunes (hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria y colangitis
esclerosante primaria), las enfermedades metabdlicas (deficiencia de alfa-1-antitripsina,
enfermedad de Wilson, hemocromatosis, Fibrosis Quistica) asi como la esteatosis hepéatica
no Alcohdlica (NASH) (Medina, 2002). Estos posibles dafios son provocados por
mecanismos complejos que involucran la citotoxicidad directa del etanol y la capacidad
para formar aductos entre las proteinas de los hepatocitos (Bouneva et al., 2003), el
aumento de la reduccion de forma de nicotinamida adenina dinucledtido (NADH) que
causa la acumulacion de grasa (Zimmerman, 1999), los radicales libres que estimulan la
oxidacion, el estrés oxidativo que conduce a la respuesta inflamatoria y la peroxidacion
(Jarvelainen, 2000), y el etanol que induce la elevacion de las endotoxinas que pasan al
higado. Las endotoxina estimulan a las células de Kupffer para producir los radicales libres
y citoquinas proinflamatorias como el TNF y IL-1, que son los dos importantes mediadores
de la inflamacion y de la muerte célular (Boelsterli, 2003).

En ausencia de informacion fiable de medicamentos hepatoprotectores modernos, hay
una serie de medicinas tradicionales que se recomiendan para el tratamiento de
enfermedades hepéticas como son: Silybum marianum (Flora et al. 1998), Procumbens
Tridax (Ravikumar et al., 2006), Strychnos potatorum (Sanmugapriya y Venkataraman,
2006), Andro graphis paniculata (Pramyothin et al., 1994), Picrorhiza kurroa (Saraswat et
al:, 1999) y Aquilegia vulgaris (Liebert et al.,2005), los que contiene muchos tipos de
compuestos fenolicos y flavonoides (Khatoon et al, 2006), éstos compuestos fenolicos estan
relacionados con la actividad antioxidante (Kumaran y Karunnakaran, 2007), potente efecto
hepatoprotector contra el paracetamol (Udomuksorn et al, 2000) y el tetracloruro de
carbono (Harish y Shivanandappa, 2006).

Los extractos vegetales han demostrado poseer efectos terapéuticos gracias a los
multiples metabolitos que contienen, sobre todo a los compuestos fendlicos (flavonoides),
los que los convierten en candidatos para la prevencion de diversas enfermedades
inflamatorias, microbianas, alérgicas, cardiovasculares, cancerigenas, neuroldgicas entre
otras. (Manthey, 1998).

Cenchrus echinatus L. vulgarmente conocido como cadillo, pega-pega o rata-rata
(Soukup, 1970). Pertenece a la familia Gramineae, presenta culmos cilindricos, ascendentes
desde una base geniculada, de 15 a 85 cm de largo con pubescencia variable; laminas de
glabras a pubescentes, de 4 a 26 cm de largo y de 3.5 a 11 mm de ancho, es utilizado para
tratar problemas digestivos, genitourinarios, durante el embarazo, parto y puerperio debido
a su actividad antiinflamatoria, cicatrizante, antiulcerosa y antiberrucosa (Carrizo, 2009).

Por todas estas razones nos planteamos el problema si: ;El extracto etandlico de cadillo
administrado por via oral tendria efecto protector al administrarlo en diferentes
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concentraciones en ratas con cirrosis hepatica inducida por fenobarbital y CCls?; siendo el
objetivo general determinar el efecto protector del extracto de cadillo sobre la cirrosis
hepética inducida en ratas, y los objetivos especificos colectar y realizar la identificacion
taxonomica de la muestra vegetal, obtencion del extracto y estudio fitoquimico, inducir la
cirrosis hepatica, realizar las pruebas de bioquimica sanguineas y el estudio histopatologico
de los higados de las ratas; planteandonos la hipétesis que el extracto de Cenchrus
echinatus L. al ser administrado a diferentes concentraciones por via oral es protector frente
a la cirrosis hepatica inducida con fenobarbital y tetracloruro de carbono en ratas.

Material y métodos

Las muestra vegetales (planta completa) fueron recolectadas en el caserio de San José,
distrito de Santiago de Cao, Provincia de Ascope, Departamento de la Libertad. La
identificacion taxonomica fue realizada en el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Siendo estudiada y clasificada seglin el sistema de
Cronquist (1988).

Para la preparacion del extracto alcoholico, las plantas de cadillo fueron lavadas y
sometidas a deshidratacion a 40 °C, luego el material seco se trituré en un molino de mano,
hasta obtener un polvo fino, el que se macerd con etanol de 96° a temperatura ambiente
durante 7 dias, posteriormente se filtr6, dicho filtrado se deseco a 40°C en estufa hasta peso
constante. El residuo obtenido sera llamado extracto etandlico de cadillo (CYTED, 1995).

El estudio fitoquimico del extracto se realizo en los laboratorios la Escuela de Farmacia
y Bioquimica de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad San Pedro, al cual se
le practico, las reacciones de Gelatina, tricloruro férrico, Dragendorff, Molisch, NaOH
10%, Vainillin sulfurico, Liebermann, Shinoda y Ninhidrina, Para determinar la presencia
y cantidad de metabolitos secundarios presentes en el extracto (Lock de Ugaz, 1994).

Para la determinacién del efecto hepatoprotector del extracto de cadillo frente a la
_cirrosis hepatica se siguié el modelo de Regimbeau, 2008, se utilizaron 36 ratas machos
cepa Holtzmann de 190 + 10 g de peso corporal. Las ratas se obtuvieron del bioterio del
Instituto Nacional de Salud (Lima-Chorrillos), las que fueron aclimatadas 7 dias antes de la
experimentacion, siendo alojadas en jaulas metélicas con alimento balanceado y agua ad
libitum, el ambiente de experimentacion se mantuvo a temperaturas 25 = 1 °C, con un ciclo
de luz/oscuridad 12:12 y humedad relativa (40 + 2)%, las cuales se dividieron en seis
grupos de 6 ratas cada una, donde: El primer grupo fue el control y recibié solucién salina
fisiologica 4 ml/kg, el segundo fenobarbital(F) + tetracloruro de carbono(CCls), el tercero
(F + CCly) + Silimarina (15 mg/kg), mientras que los grupos 4,5 y 6 recibieron (F + CCls)
ademds de extracto a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente. El fenobarbital fue
administrado las dos primeras semanas, el cual se disolvid en el agua de beber (500 mg/L
de agua), la tercera semanas recibi6 diariamente y por via oral 0.2 ml de CCl4 (0.1 mL CCly4
+ 0.1 mL de aceite de oliva), el extracto de cadillo fue administrado desde el primer dia por
via oral, haciendo uso de una canula metalica.

Después de la ultima dosis oral de cada experimento, las ratas fueron anestesiadas con
éter para extraerles sangre por puncion cardiaca, la cual se utilizo para obtener el perfil
hepatico consistente en pruebas de: Colesterol, HDL, Triglicéridos, Glucosa, urea,
Glutamico piruvico transaminasa (TGP), fosfatasa alcalina, Proteina C reactiva, Super6xido
dismutasa (SOD).
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Al finalizar la induccidn se eutanizé a las ratas con sobredosis de pentobarbital sddico
(100 mg/kg), se aperturd el abdomen y retiré el higado para su estudio histopatoldgico
segun Humason, 1979, los factores evaluados fueron: fibrosis, formacion de colageno y
nédulos de regeneracion, siendo clasificados como: Abundante cantidad=(+++); Regular
cantidad=(++); Poca cantidad=(+); Ausencia=(-).

Los resultados fueron expresados mediante la estadistica descriptiva expresados en
valores medios =+ error estandar(EA), porcerntaje de variacion a un intervalo de confianza
del 95%, e inferencialmente por el analisis de varianza y de mltiples comparaciones de
Duncan, los valores fueron significativos con una p <0,05

Resultados
Tabla 1. Marcha fitoquimica del extracto etanélico de Cenchrus echinatus L. (cadillo).
Reaccion Metabolito Secundario Cantidad
Tkan;nos +++

Gelatina

- Compuesto:

Ninhidrina Aminoacidos libres +++
Leyenda: (+++) = Abundante cantidad; (++)=Regular cantidad o positivo, (+)= Poca cantidad o trazas;(-)=Ausencia.

Tabla 2. Valores medios y porcentajes de variacion del perfil hepético en ratas.

Lipoproteinas de alta
densidad-HDL (mg/dL)

Media "% Var Media EE

Normal 99.0 I
e ,"f FT ’ - 1552 i
FT + Silimarina 15 mg/kg ~ 135.8
 FT+Cadillo50 mg/kg 1185  :
FT + Cadillo 100 mg/kg
. FT + Cadillo 200 mg/kg

Colesterol (mg/dL) Triglicéridos (mg/dL)

Tratamiento

Transaminasa glutamico
piraviva-TGP (UI/L)

Media EE % Var Media EE Media EE % Var

Glucosa (mg/dL)
Tratamiento

Normal 24 -0 ) 4
e iz e a0 86T 23 ~ 35 1091
FT +Silimarina 15 mg/kg ~ 77.2 3.2 5.1 21.0 1.3 3.5 82.2
" FTicCadilosOmg/kg 742 22 88 163 12 53 7786
1.6 6.2

FT + Cadillo 100 mg/kg j . 15.0 2.0
~ FT + Cadillo 200 mg/kg ' -

Fosfatasa alcalina (Ul/dL) Proteina C reactiva (mg/L) Superox;tl:ljc: /«:n)smutasa

Tratamiento 2 e e L T :
Media EE % Var Media Media EE % Var

Normal 894 18 15 1526 0.0

W w50 i i . 9528 2982 812
FT +Silimarina 15 mg/kg ~ 97.3 2.0 . 1.9 24350 1357 293
sespr i me/ke. IEOTE 58T iboe T Hi60 gy iss | asessio0nl 5210
FT + Cadillo 100 mg/kg ~ 103.8 2.5 16.1 2.3 0.2 50.0 22342 679 18.6
ET4 Cadillb200me/ke. 1013 38 133 @ 18 o 200 o0 8y 152

Porcentaje de variacién (% var) = [(Valor medio del tratamiento X 100) / Valor medio del normal) — 100)].
EE = error estandar; FT = fenobarbital + tetracloruro de carbono.
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Figural. Vista fotografica de los cortes histopatologicos de los higados de ratas, donde: 1. Normal
(100X); 2. Fenobarbital + tetracloruro de carbono (FT)(400X), 3. FTC + silimarina 15 mg/kg (400X); 4.
FT + extracto 50 mg/kg (400X); 5. FT + extracto 100 mg/kg (400X); 6. FT + extracto 200 mg/kg (400X).

3.0

2.5

2.0 SOOI NI

15

1.0

05 04

0.0

Normal FT FT + SilimarinaFT + Cadillo 50 FT + Cadillo  FT + Cadillo
15 mg/kg mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg

=@ Fibrosis  ==Coldgeno  ==i==Noddulos de Regeneracion

|

Figura 2. Valores medios de la fibrosis, formacion de coldageno y aparicion de nddulos de
regeneracion en los higados de las ratas con induccion de cirrosis hepatica por CCly y fenobarbital.

Discusion

Dentro de los componentes fitoquimicos del extracto etanolico de Cenchrus echinatus
L. (cadillo) se ha reportado la presencia de taninos, compuestos fendlicos, alcaloides,
flavonoides y aminodcidos libres en mayor proporciéon (tabla 1), los cuales tendrian
implicancias sobre la proteccion hepatica en ratas, que fueron inducidas a cirrosis por
tetracloruro de carbono (CCls) y fenobarbital.

En la la tabla 1. se muestran los cambios sobre el perfil hepatico, donde se aprecia que el
fenobarbital- CCly indujo incremento de colesterol, HDL, glucosa, urea, glutimico pirGvico
transaminasa (TGP), fosfatasa alcalina, proteina C-reactiva y Superoxido dismutasa (SOD);
y los tratamientos con extracto etanolico a dosis de 200 mg/kg mejor6 estos desniveles al

49



Conocimiento para el desarrollo

apreciarse una disminucion marcada de glutamico pirtvico transaminasa, urea, (TGP),
fosfatasa alcalina, Proteina C reactiva, superoxido dismutasa (SOD) y en menor proporcion
al colesterol, HDL(lipoproteinas de alta densidad), triglicéridos y glucosa.

En la figura 2, la formacion de colageno, fibrosis y nodulos de regeneracion fueron
elevados indicando dafio hepatico en los grupos que recibieron fenobarbital- CCls; estos se
redujeron con los extractos a diferentes dosis, incluso con silimarina.

La cirrosis observada se explicaria porque el fenobarbital es un potente estimulante
hepatico que in vivo produce hipertrofia e hiperplasia a este nivel. Asimismo, se ha
comunicado que el tratamiento a largo plazo en ratas resulta en atrofia, disminucién y
pérdida de regeneracion hepatica. En cambio, el CCls se metaboliza activamente por el
citocromo P450 al radical CHCl3, el cual inicia la lipoperoxidacion celular, produciendo
dafio hepatico al comprometer la integridad de las membranas y por la unién covalente de
intermedios reactivos a moléculas bioldgicamente importantes, como el glutation,
induciendo necrosis y dafio hepatico en general. Por ello, se considera al estrés oxidativo
como el principal mecanismo molecular involucrado en la toxicidad por CCl, el cual tiene
rol importante para la inactivacion de células Kupffer en la fibrosis hepatica inicial
inducida por este agente. La produccion de radicales libres durante el desarrollo del dafio
hepético conduce a la disminucion de la actividad de la superoxido dismutasa (Aldaba,
2011).

Entre los principales hallazgos histologicos de este estudio estuvo la disminucion del
dafio a la estructura hepatica influenciada, por el extracto etandlico cadillo en ratas con
cirrosis inducida por fenobarbital y CCls (figura 2). En esta figura se aprecia reduccion del
dafio hepatico similar a lo obtenido con la administracion de la silimarina; si bien existe
dafio moderado, la presencia de fibrosis es marcadamente en el control con los inductores y
menor en los tratamientos, lo que estaria directamente relacionado con los metabolitos que
componen el extracto de cadillo.

Los flavonoides son inhibidores de la formacion de leucotrieno B4, potenciadores de la
formacién de prostaglandina E2 e inhibidores de la liberacién de 6xido nitrico. Asi como,
actividad hepatoprotectora relacionada con la capacidad de estos de disminuir el estrés
oxidativo y atrapar radicales libres, tanto in vivo como in vitro; un ejemplo es el caso de la
quercetina, el cual ha demostrado ser efectivo contra el dafio hepatico en ratas con
induccidén de cirrosis con tetracloruro de carbono, asociado con un incremento de la
capacidad antioxidante del higado para atrapar radicales peroxilo; y en ratas con
obstruccion biliar crénica, el tratamiento con quercetina resultdé en una preservacion
significativa de la actividad de las enzimas antioxidantes, fibrosis menos pronunciada y
marcada inhibicién de la proliferacion ductular biliar (Pérez, 2011).

En este estudio, el extracto de cadillo se comparo con la silimarina, que es un flavonoide
antioxidante aislado del cardo mariano (Silybum marianum L.) y se utiliza clinicamente
como un desintoxicante del higado, hepatoprotector y anticancerigeno (Polyak, 2010).

Al evaluar diferentes marcadores bioquimicos y hematoldgicos no hubo diferencia
significativa entre los grupos de tratamiento que recibieron tanto el tdxico como la
silimarina y las diferentes dosis del extracto de cadillo.

En la figura 2, se evidencia incremento en la fibrosis, colageno y por tanto el dafio
hepatico; la fibrosis hepatica es la consecuencia comun a lesiones hepaticas cronicas de
muchas etiologias. El abuso cronico de alcohol es el principal motivo de que aparezca
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fibrosis hepatica, lo que conduce a la cirrosis, una de las principales causas de muerte en
todo el mundo. La fibrosis se caracteriza por una acumulacion excesiva de proteinas de
matriz extracelular (MEC), tal como el colageno de tipo I (encontrado en humanos), que se
encuentran normalmente en la zona pericentral y perisinusoidal del higado (Vera, 2006).

La silimarina ha ratificado su efecto protector sobre el dafio inducido en el higado, como se
evidencié en esta investigacion (Tabla 2, figura 1-2), mientras que el tetracloruro de
carbono induce incrementos de transaminasas y colageno entre 4 a 5 veces mas que el
normal, mientras que la administracién de CCL4 mas silimarina disminuyo esas elevaciones
significativamente, posiblemente al proteger la membrana celular del hepatocito, y asi
evitaria el desequilibrio colesterol: fosfolipidos y esfingomielina: fosfatidilcolina, y
también redujo los niveles de coldgeno (Pradhan, 2006).

Conclusion

El extracto etanolico de Cenchrus echinatus L. (cadillo) ejerce efecto protector de la
cirrosis hepatica inducida en ratas por fenobarbital y tetracloruro de carbono
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