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Resumen

El “Changuaro” es una planta popular en la provincia de Chincha, utilizada
tradicionalmente contra afecciones hepaticas. EI Objetivo del presente estudio es
evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora del extracto etandlico de
flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”. Materiales y métodos: Mediante un
Screening fitoquimico se identificaron grupos de metabolitos secundarios por
reacciones de coloracion y precipitacion. La actividad antioxidante del extracto
etandlico de flores se evalué por los métodos de ABTS 2,2’-azino-di-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonatodiamonio), Poder Antioxidante de Reduccion Férrica
(FRAP) e inhibicién frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH).
Para evaluar la actividad hepatoprotectora, se utilizaron ratas albinas cepa
Holtzman de 200 — 250 g de peso y 2 meses de edad, distribuidas en 6 grupos de 5
animales cada uno, a los cuales se les administro durante 7 dias el extracto
etandlico de flores a dosis de 150, 300 y 600 mg/kg; utilizando como control
positivo Silimarina-f# (100 mg/kg), al octavo dia se le administr6 paracetamol
(2000 mg/Kg) para inducir intoxicacion hepatica. Las enzimas
aspartatoaminotransferasa (AST), alaninaaminotransferasa (ALT), fosfatasa
alcalina (ALP), fueron evaluadas en el suero sanguineo de los animales de
experimentacién. Se evalud la toxicidad aguda por el método de las clases,
utilizando ratas albinas, administrandoles extracto a una dosis de 2000 mg/kg.
Resultados: En el extracto etandlico Cordia lutea LAM “Changuaro”. Se
identificaron grupos de metabolitos secundarios. Obtuvimos un elevado poder
antioxidante evaluado por ABTS, FRAP y DPPH. Asimismo mostr6 un mejor efecto
hepatoprotector que el farmaco de referencia frente a la accion nociva del
paracetamol, evaluado por AST, ALT, ALP. El extracto etandlico es no toxico a la
dosis de 2000 mg/kg.

Palabras claves: Antioxidante, hepatoprotector, paracetamol, toxicidad, Cordia
lutea LAM.



Abstract

The "Changuaro” is a plant in the province of Chincha, traditionally used against
liver disease. The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity and
hepatoprotective of ethanol extract flowers of Cordia lutea LAM "Changuaro™.

Materials and Methods: A phytochemical screening secondary metabolites were
identified by staining reactions and precipitation. The antioxidant activity of
ethanol extract of flowers was evaluated by the methods of ABTS 2,2'-azino-di- (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonatodiamonio) Ferric Reducing Antioxidant Power
(FRAP) and free radical inhibition versus 2,2-Diphenyl-1-picrilhidraizil (DPPH).
To evaluate the hepatoprotective activity Holtzman strain of albino rats weighing
250-300 g, divided into 6 groups of 5 animals each were used, being treated for 7
days with the ethanol extract of flowers at doses of 150, 300 and 600 mg/kg; using
as positive control Silymarin-g (100 mg/kg), the eighth day was administered
acetaminophen (2000 mg/kg) to induce liver toxicity. The enzyme aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase
(ALP) were evaluated in the blood serum of experimental animals. Acute toxicity
class method was assessed using albino rats, administering extract at a dose of
2000 mg/kg.

Results: In the ethanol extract Cordia lutea LAM "Changuaro™ various secondary
metabolites were identified. We obtained a high antioxidant power evaluated by
ABTS, FRAP and DPPH. Best hepatoprotective effect as the reference drug against
the harmful effects of paracetamol, evaluated by AST, ALT, ALP, showed no toxicity
at a dose of 2000 mg/kg.

Keywords: antioxidant, hepatoprotective, acetaminophen toxicity, Cordia lutea
LAM.

Vi



INTRODUCCION

El siglo XXI se presenta como el siglo de la cultura “anti — envejecimiento”,
Comprender como y por qué se produce el proceso bioldgico de envejecimiento es
esencial para tomar decisiones fundamentales sobre nuestra salud, calidad de vida
y longevidad. Posiblemente, el peligro més importante que acecha de modo
continuo a las células proviene de las moléculas oxidantes entre las que destacan
diversos tipos de radicales libres, tales como alquil, hidroxi, hipoclorito, oxigeno

singlete, peroxi, superdxido y perdxido de hidrégeno.?

Segun se sabe, los excesos de radicales libres pueden dar lugar a la induccion de
importantes cambios fisioldgicos, que por lo general desembocan en el desarrollo
de ciertas enfermedades. Para contrarrestar estos efectos nocivos, el organismo
suele disponer de moléculas ricas en electrones que, al donarlos, ejercen un efecto
antioxidante. Sin embargo, cuando los sistemas antioxidantes defensivos del
organismo se ven superados por la actividad dafiina de los radicales aparece un
estrés oxidativo, iniciador de ciertas situaciones patoloégicas con una mayor o
menor trascendencia sobre la salud. Cada vez son mas abundantes los estudios que
ponen de manifiesto la presencia en los alimentos de origen vegetal de
componentes quimicos con la capacidad de realizar funciones antioxidantes una
vez que han gquedado libres dentro del organismo, por lo que su consumo podria
significar el desempefio de un papel critico frente al desarrollo de algunas
enfermedades degenerativas reduciendo o retrasando las posibilidades de
padecerlas.? El higado es uno de los 6rganos mas importantes del cuerpo humano.

Lleva a cabo funciones vitales, incluyendo metabolismo, produccién de enzimas,
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conversion de nutriente a energia y desintoxicacion. Incluso tiene la habilidad de
auto regenerarse si parte de €l se dafia. Un higado saludable es esencial para el

bienestar de todo el organismo.?

Proteger al higado de los efectos nocivos de hepatotoxinas que el hombre puede
ingerir, o contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa
antirradicalarios, es de suma importanciay los agentes que son capaces de hacerlo

son llamados hepatoprotectores.

Si se recurre a la fitoterapia, como alternativa terapéutica, encontraremos a los
flavonoides, los cuales ocupan un lugar preponderante en nuestros tiempos, por

sus reconocidas propiedades antioxidantes y su uso como hepatoprotectores.

El uso de plantas medicinales hepatoprotectoras, ayuda a proteger el higado de los
agentes externos y radicales libres; para que las funciones que realiza sean

adecuadas y eviten el dafio hepatico.*

La especie Cordia lutea LAM. “Changuaro” es utilizada popularmente como
protector hepético y en afecciones de la misma indole, por los pobladores de la
provincia de Chincha, ubicada a 97 m.s.n.m. En la actualidad no se cuenta con
evidencia bibliografica de estudios que avalen su poder antioxidante vy

hepatoprotector.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la necesidad de prevenir y proteger al

higado de los procesos de stress oxidativo nos planteamos el siguiente problema.
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CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

En el Perq, la cirrosis hepatica ocupa el quinto lugar como causa de
mortalidad y segundo como morbilidad, siendo consecuencia de la
intoxicacion con alcohol, infecciones virales, cancer, farmacos, entre otros.
La hepatotoxicidad esté relacionada a la disfuncion o dafio asociado a una
sobredosis de drogas 0 xenobidticos. Los resultados de la hepatotoxicidad
resultan de la toxicidad directa de los compuestos primarios, sus
metabolitos reactivos o de la respuesta inmune que afecta a los hepatocitos,
células epiteliales biliares, y/o vasculatura hepética.> De acuerdo a la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA), la toxicidad hepética ha sido
una de las razones mas frecuentes de reportes de seguridad en
farmacovigilancia y causas de retiro de medicamentos aprobados en el
mercado.® Méas de 900 drogas han sido implicadas como una causa de dafio
hepético.

El higado es uno de los drganos de mayor importancia de nuestro
organismo, encargado de la depuracién de toxinas generadas durante
nuestros procesos metabolicos, protegerlo de los efectos nocivos, es de
suma importancia, motivo por el cual recurrimos a la fitoterapia como
alternativa terapéutica.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Presenta actividad antioxidante y hepatoprotectora el extracto etanélico

obtenido de las flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”?



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
En los ultimos afos se ha despertado un gran interés por los radicales
y su relacién con el envejecimiento celular.
Los radicales libres son especies quimicas, atomicas 0 moleculares, con un
electrén desapareado en su orbital méas externo. Este tipo de configuracion
electrénica hace que sean muy inestables y altamente reactivos, pudiendo
alterar estructuras biologicas fundamentales como lipidos de membrana,
acidos nucleicos, y proteinas. Todo ello se traduce en un aumento del estrés
oxidativo, que esta directamente relacionado con el envejecimiento celular
y algunos procesos fisiopatoldgicos como enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, cataratas y determinadas formas de cancer. ’
El higado es uno de los 6rganos méas importantes del organismo. Participa
en la regulacion de metabolitos energéticos y realiza una amplia variedad
de funciones importantes como la biotransformacion de xenobiéticos y
otras sustancias quimicas que ingresan al organismo. Asi, el dafio al higado
provocado por agentes hepatotoxicos tiene graves consecuencias. Por tanto
es importante contribuir al desarrollo de nuevas terapias que ayuden a
contrarrestar el dafio hepatico. Si se recurre a la Fitoterapia, como
alternativa terapéutica, encontraremos a los flavonoides, los cuales ocupan
un lugar cimero en nuestros tiempos, por sus reconocidas propiedades
antioxidantes y su uso como hepatoprotectores.®
Brindando a la poblacion una alternativa terapéutica, para el tratamiento

y prevencion de enfermedades hepaticas, con productos naturales
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obtenidos a partir de plantas medicinales, disminuyendo asi la tasa de

incidencias de enfermedades hepéticas.

1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.4.1. OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora del extracto
etanolico de flores de Cordia lutea LAM “Changuaro

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e ldentificar los posibles grupos de metabolitos secundarios en el
extracto etanolico obtenido por maceracion.

e Determinar la actividad antioxidante del extracto etanolico de flores
de Cordia lutea LAM “Changuaro”, a través de: Poder antioxidante
de reduccién férrica (FRAP), inhibicién frente al radical libre 2,2-
Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH) y reaccién con el radical 2,2"-azino-
bis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato de amonio) (ABTS).

e Cuantificar la actividad hepatoprotectora del extracto etandlico de
flores de Cordia lutea LAM “Changuaro” mediante el modelo de
intoxicacion con paracetamol (APAP).

e Determinar el grado de toxicidad del extracto etandlico de flores de
Cordia lutea LAM “Changuaro”.

1.5. HIPOTESIS Y VARIABLES

1.5.1. HIPOTESIS

Hipotesis general

El extracto etanolico obtenido de las flores de Cordia lutea LAM.

“Changuaro” presenta alta actividad antioxidante y hepatoprotectora.
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1.5.2. VARIABLES:

1.5.2.1. Variable independiente:

Extracto etandlico de flores de Cordia lutea LAM. “Changuaro”.

1.5.2.2. Variable dependiente:

Actividad antioxidante y hepatoprotectora.

12



CAPITULO I1. BASES TEORICAS
2.1. ANTECEDENTES

« La especie Cordia macleodii.,, presenta actividad antioxidante y
hepatoprotectora, evaluado mediante valores de Aspartatoaminotransferasa,

Alaninaminotransferasa, Fosfatasa alcalina, y Bilirrubina total .

« La especie Cordia dichotoma, identificada como fuente botanica de
Shleshmataka en la farmacopea ayurvédica. Se realiz6 una investigacion actual
demostrando actividad antioxidante del extracto metanolico de la corteza de
Cordia dichotoma in vitro mediante el ensayo de eliminacién de radicales

libres 1,1, difenil-2, picrilhidrazilo (DPPH).*
2.2. MARCO TEORICO

En los ultimos 30 afos viene desarrollandose cada dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las
especies reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo esto dado por la
importancia que poseen en la bioquimica, la biologia y la medicina. Las
ciencias médicas estan dando un paso de avance significativo en el
conocimiento de muy variadas enfermedades, en su fisiopatologia, su

tratamiento y mas importante aln, en su prevencion.

Comprender cdmo y por qué se produce el proceso bioldgico de las
enfermedades es esencial para tomar decisiones fundamentales sobre nuestra
salud y calidad de vida. Posiblemente, el peligro méas importante que acecha de

modo continuo a las células proviene de las moléculas oxidantes entre las que

13



destacan diversos tipos de radicales libres, tales como alquil, hidroxi,

hipoclorito, oxigeno singlete, peroxi, superoxido y peroxido de hidrégeno.!

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva
a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes
encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas
defensas o por un incremento exagerado de la produccidon de especies reactivas
del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion
estructura-funcion en cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado;

por lo tanto se reconoce como mecanismo general de dafio celular.

El higado constituye el principal centro de biotransformacion y eliminacion de
agentes potencialmente téxicos, ademas de su participacion en la sintesis y
distribucion de nutrientes incorporados al organismo. Las funciones que
desempefia este 6rgano son Unicas Yy vitales pues a pesar de que casi todos los
tejidos tienen, hasta cierto grado, la capacidad de metabolizar estos productos
quimicos, el higado es por excelencia el principal lugar de depuracion de
sustancias enddgenas y exdgenas, de ahi que cualquier modificacion en alguna

de sus funciones traeria graves consecuencias para la vida.?

Es un organo susceptible a fendmenos de toxicidad quimica debido
principalmente a su funcion y localizacion anatomica. Si ademas tenemos en
cuenta la creciente cantidad de productos quimicos que el hombre consume
diariamente a través de los alimentos, el agua, los vegetales y medicamentos;

es de esperar una sobrecarga de sus sistemas detoxificantes y por consiguiente
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la degradacion de determinados compuestos necesarios para la
biotransformacion y eliminacion de estas sustancias ajenas al metabolismo
celular conocidas como xenobidticos. La ingestion de compuestos quimicos u
organicos que implican dafios funcionales y/o estructurales al higado provoca

hepatotoxicidad o enfermedad hepatica tdxica inducida. 3

El Paracetamol, acetaminofén como también se le conoce, es uno de los
medicamentos mas usados por sus propiedades analgésicas y antipiréticas,
ademas de bajo costo y amplia disponibilidad, lo que ha conllevado a
frecuentes casos de sobredosificacion y por consiguiente de hepatotoxicidad.
Este farmaco induce una reaccién tdxica directa a nivel hepatico que aunque
sus manifestaciones clinicas tempranas son leves e inespecificas, su prondstico
depende en forma importante de su diagndstico oportuno.!* Por ello, la
basqueda de alternativas naturales de tratamiento orientadas a proteger al
higado de los efectos nocivos de hepatotoxinas que el hombre puede ingerir o
contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa antirradicalicos,

es un elemento importante en las investigaciones médicofarmacéuticas.*®

La Fitoterapia constituye una alternativa farmacoldgica para resolver de
manera complementaria e integral las necesidades primarias de salud. Como
consecuencia del desarrollo de nuevos procesos quimicos de sintesis se ha
hecho improbable explotar las potencialidades de un inmenso numero de
especies vegetales que sin duda alguna, encierran una amplia diversidad de
compuestos quimicos desconocidos que podrian llegar a tener un gran valor

terapéutico.'®
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Los efectos hepatoprotectores de las preparaciones herbales se deben a su
contenido en compuestos polihidroxilados: fenoles, flavonoides, terpenoides y
otros metabolitos secundarios con actividad antioxidante, que pueden convertir
a las especies reactivas del oxigeno (EROs) en productos mas estables.!’ Segun
sus antecedentes las especies pertenecientes al género Cordia presentan alto

contenido de antioxidantes %1°
2.3. MARCO CONCEPTUAL

Alcaloides: Son moléculas nitrogenadas de bajo peso molecular con una
amplia variedad de estructuras quimicas y de actividades biologicas, como la
vincristina y el taxol usados como farmacos anticancerigenos, la morfina como

potentes analgésico.

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES): Son farmacos utilizados en el
tratamiento de afecciones reumaticas o como parte del tratamiento sintomatico
0 etioldgico del dolor; presentan evidentes manifestaciones adversas a nivel
gastrointestinal, atribuyéndose dicho efecto, entre otros, a la disminucion de

la sintesis de prostaglandinas, por inhibicion de la ciclooxigenasa.?

Antioxidantes: Conjunto de compuestos quimicos o productos bioldgicos que
contrarrestan de una manera directa o indirecta los efectos nocivos de los

radicales u oxidantes como oxidacion a lipidos, proteinas.

Estrés oxidativo: es uno de los mecanismos involucrados en la
hepatotoxicidad aguda, las terapias efectivas para estas enfermedades son

todavia limitadas.
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Fitoterapia: Ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para

curar un estado patoldgico.*®

Flavonoide: Pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos y representan componentes sustanciales de la parte no energética de

la dieta humana.!®

Género Cordia: pertenece a la familia Boraginaceae, con alrededor de 300
especies distribuidas a nivel mundial, en especial en regiones calidas. De
acuerdo a la literatura, se han reportado muchos usos en la medicina

tradicional para diferentes especies de este género.®

HAT: Son mecanismos de interacciébn quimica que ocurre mediante

transferencia de un atomo de hidrogeno.?*

Hepatoprotector: Es aquel agente o sustancia que tiene principios activos
protectores, los cuales aumentan el nivel de detoxificacion hepatica, evitando
la sobresaturacién de las vias de conjugacion, disminuyendo asi el dafio

hepatico.?*

Hepatoregenerador: Es aquel agente o sustancia que tiene principios activos
antioxidantes, que acttan después de provocado el dafio hepatico, bloqueando
los radicales libres, protegiendo de forma eficaz la estructura y funcién de las

células del hepatocito promoviendo asi la sintesis proteica. 2
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Metabolitos secundarios: Constituyentes quimicos no esenciales de la planta
que se sintetizan en pequefas cantidades y se le atribuyen propiedades

terapéuticas.?

Meétodo de FRAP, se basa en la reduccion del complejo Fe**-TPTZ (hierro-
tripiridiltriazina), a Fe?*-TPTZ es decir, lo que mide es la capacidad de un

compuesto presente en el alimento de reducir Fe®* a Fe?*.

EROs: Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno son un subgrupo de

moléculas oxidantes que son altamente reactivas como su nombre lo indica.?

Oxidante: es una molécula que se reduce al reaccionar con la molécula a la
cual oxida. Este par dxido-reductor es necesario guimicamente y esencial para
entender la biologia de las 6xido reducciones en el organismo. Las
macromoléculas de importancia biologica son de naturaleza nucleofilica, que
tienen electrones susceptibles a su captura (oxidacién) o son compartidos en

una reaccion nucleofilica para formar compuestos o aductos.

Paracetamol: también conocido como acetaminofén, es un metabolito de la
fenacetina, posee propiedades analgésicas y antipiréticas parecidas a las de
la aspirina pero no tiene actividad antiinflamatoria, su mecanismo de accion
es principalmente por inhibicidn de prostaglandinas a nivel central, lo cual

explica su actividad antipirética efectiva.?’

Plantas Medicinales: Segun la OMS, es aquella que en uno 0 mas de sus
organos, contiene sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos
0 preventivos 0 que son precursores para la semisintesis quimico-

farmacéutica.??
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Radicales Libres: son moléculas que no sélo tienen alta reactividad y
capacidad oxidativa, sino que ademas pueden generar reacciones oxidativas

en cadena.?®

SET: Mecanismo de interaccion quimica basado en la transferencia de un

electrén de una sustancia antioxidante a una molécula oxidante.?

Screening fitoquimico: consiste en la extraccion de la planta con solventes de
diferentes polaridades, aplicando reacciones de coloracion y precipitacion.
Permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos
presentes en una planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor

interés.

Transaminasas: también conocidas como aminotransferasas son enzimas
transferasas que catalizan la reaccién de transferencia del grupo amino (-

NH2) de un aminodcido a un a-cetoglutarato (un a-cetoacido).?

Terapia antioxidante: inhibe los cambios oxidativos deletéreos y es
considerada una herramienta muy importante para los tratamientos de las

enfermedades hepaticas.?’

Trolox: (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) es un
analogo hidrosoluble de la vitamina E. Es un antioxidante como la vitamina E
y se usa en aplicaciones biologicas o bioquimicas para reducir el dafio

oxidativo.®®
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA
3.1. ESTUDIO FITOQUIMICO

3.1.1. Recoleccion y clasificacion de la Muestra Vegetal:

La especie vegetal fue recolectada por los autores en la provincia de
Chincha, ubicada a 97 m.s.n.m., en los meses de Agosto — Setiembre del

2017.

Una muestra de la especie vegetal fue enviada para su clasificacion en el
Herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos.

3.1.2. Tratamiento de la Muestra Vegetal:

Se seleccionaron las flores en buen estado, las mismas que fueron secadas
en un ambiente ventilado y bajo sombra durante un periodo de 15 dias para

su posterior estudio.

3.1.3. Obtencioén del extracto etanélico por maceracion?®

500 g de flores secas y molidas son tratadas con 3 L de Etanol 96°
macerandose por 7 dias, con agitacion diaria, se filtra, renovando el
solvente y dejando el extracto por espacio de 7 dias. Los filtrados son

evaporados al vacio en un evaporador rotatorio a 40°C.

Se obtuvo 200 g de extracto etandlico seco de color verde amarillento.
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3.1.4. Screening fitoquimico:

Con la finalidad de identificar los grupos de metabolitos secundarios se
realizd un screening fitoquimico con 20 g de extracto etandlico seco,
basandonos en la extraccion por solventes de diferente polaridad, en el que
se obtuvo 5 fracciones en las que se realizaron reacciones de coloracion y/o
precipitacion para la identificacion de los grupos de metabolitos

secundarios.?®

3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Ensayo de decoloracion del cation radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH): La capacidad captadora de radicales libres de los extractos se
determina por grado de decoloracién que provocan sus componentes a una
solucion metandlica de DPPH mediante el método de Brand-Williams, con
algunas modificaciones. Se prepard una solucion madre de DPPH con
aproximadamente 20 mg/L del radical en metanol, 990 uL de esta solucion se
mezclaron con 10 uL de solucion de extracto (a diferentes concentraciones).
Se preparé un blanco de referencia con 990 L DPPH y 10 L de solvente. Se
incubd a temperatura ambiente durante 30 min en la oscuridad y se midio la
absorbancia a 517 nm.?° El ensayo se realizo por triplicado y el % de actividad

antioxidante fue calculado usando la formula:

Absorbancia (Blanco) — Absorbancia (Muestra)
Absorbancia (Blanco)

% Inhibicion =

X 100
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Ensayo de decoloracién con el radical cationico ABTS™*: se fundamenta en
la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™, debido a la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical
catiénico ABTS"" es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734
nmy se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. En la
evaluacion se utilizaron 10 pL de extracto y 990 pL de la solucion del radical
ABTS™". A los 4 min de reaccion a 37°C, se ley6 el cambio en la absorbancia
respecto a la referencia del reactivo. La referencia del reactivo consistié en
una solucioén del radical ABTS™" con el solvente de la muestra. El experimento
se realizd por triplicado y los resultados se expresaron como valores TEAC
(trolox equivalent antioxidant capacity) mediante la construccion de una curva

patrén de Trolox a partir de una solucion stock de 10 mM.*°

Ensayo FRAP (poder antioxidante de reduccion férrica): este método
evalué la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad
para reducir el ion férrico (Fe™®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que tuvo un maximo
de absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm. Este ensayo se llevo
a cabo en un buffer &cido acético-acetato de sodio (pH 3,4), que contenia TPTZ
y FeCls. Se utilizaron 900 pL de esta solucion, 50 uL de muestra 'y 50 pL de
agua destilada. Luego de 60 min de reaccion se determiné la absorbancia a

una longitud de onda de 593 nm. Para cada muestra se tuvo en cuenta la

22



lectura de la absorbancia del blanco sin cromoéforo, de la misma manera que
en las pruebas anteriores. La curva de referencia se construyd usando Trolox
como patron primario, realizando diluciones sucesivas a partir de una
solucion stock de Trolox de 10 mM. EIl ensayo se realizo por triplicado y las
actividades antioxidantes de las muestras se expresaron como TEAC (trolox

equivalent antioxidant capacity)!

3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

Para el estudio se utilizaron 30 ratas albinas cepa Holtzman machos adultos,
cuyos pesos oscilaron entre 200-250 g. se colocaron en jaulas, en un ambiente
a temperatura constante, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, alimentados con alimento comercial Ratonina y agua ad libitum.
Los animales de experimentacion fueron distribuidos al azar en seis grupos de

cinco animales cada uno.

GRLIJPO GRIL:PO GRUPO Il | GRUPO IV GRUPO V GRUPO VI
150 mg/kg 300 mg/kg 600 mg/kg
100 mg/kg ] ) )
Cordia lutea | Cordia lutea | Cordia lutea
Control | Control SIL-p
) LAM LAM LAM
normal | APAP | (Hepanavi
) “Changuaro | “Changuaro | “Changuaro

A los grupos | y 11 se administro el vehiculo por siete dias consecutivos. A los
grupos I, 1V, V, VI se les administré las dosis ya sefialadas por siete dias
consecutivos. Al octavo dia, después de la administracion de los respectivos

tratamientos, a todos los animales de los grupos II, III, IV, V, VI se les
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administrd Acido p-amino fendlico (APAP) a dosis de 2 g/kg. Al dia siguiente,
para la obtencién de la muestra, se anestesio a los animales con pentobarbital

sodico y se obtuvo sangre mediante puncion cardiaca.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2500 rpm para obtener el suero

sanguineo, en el cual se determind marcadores bioquimicos del perfil hepatico.

En la determinacion de la actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y
alanina aminotransferasa (ALT), fueron utilizados métodos cinéticos estandar,
de acuerdo a las recomendaciones del panel de expertos de la IFCC
(Federacion Internacional de Quimica Clinica). Sin activacion por

piridoxalfosfato.3%%3

La fosfatasa alcalina (ALP) fue evaluada mediante un método cinético
optimizado (DGKC y SSCC), cuya velocidad de aparicion del anién p-
nitrofenolato a 405 nm, es proporcional a la actividad enzimatica de la

muestra.®*3°

3.4. PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda del extracto etandlico de flores de Cordia lutea LAM
“Changuaro” se evaluo en ratas albinas cepa Holztman, usando el método de
las clases. Cuatro hembras y cuatro machos (peso: 200-250 g) recibieron el
extracto etanolico de Cordia lutea LAM “Changuaro” a una dosis de 2000
mg/kg de peso, por via oral. Los animales fueron observados para la
evaluacion de los sintomas téxicos de forma continua durante las 4 primeras

horas después de la dosificacion. Por ultimo, se observo el numero de
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sobrevivientes después de 24 horas y estos animales se mantuvieron durante
otros 13 dias con observaciones diarias.®® EI manejo de los animales de
experimentacion se realizd segun el protocolo de manejo y cuidado de

animales de laboratorio de la Facultad de medicina, Universidad de Chile.?’

3.5. ANALISIS ESTADISTICOS.

Al no tener la muestra una distribucion normal, se aplicé la prueba Kruskal-
Wallis, para comparar medias de més de dos grupos, como post test se aplico
la prueba de Dunn’sy la prueba Mann-Whitney, para comparar medias de dos
grupos. Se utiliz6 el valor p<0,05 para la consideracion de diferencia
estadisticamente significativa. Para el anélisis estadistico, se aplicé el paquete

estadistico STATA V.10.0 y GRAPH PAD PRISM V.6.05.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS

25

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de Cordia

lutea LAM “Changuaro”.

Screening fitoquimico

FRACCION METABOLITOS RESULTADO
Taninos -
Aminos libres +
A
Flavonoides +
Grupos fendlicos libres +
Triterpenoides y/o esteroides +
B Nafto y antraquinonas -
Flavonoides +
Triterpenoides y/o esteroides +
C
Alcaloides -
Flavonoides +
D
Leucoantocianidinas y catequinas +
Flavonoides +
E Leucoantocianidinas +
Grupos fendlicos libres +

(+) Resultado positivo leve, (-) Resultado negativo.
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FUENTE: Datos de los autores

Tabla 2. Actividad antioxidante por el método de DPPH de las diferentes

concentraciones del extracto etandlico de Cordia lutea LAM. “Changuaro”

Concentracion Absorbancia Absorbancia % Inhibicién

(mg/mL) Blanco final Radical DPPH
2.5 0.958 0.110 £ 0.013 88.518
1.25 0.958 0.506 + 0.004 47.182
0.625 0.958 0.684 + 0.003 28.601
0.3125 0.958 0.798 + 0.009 16.702
0.15625 0.958 0.869 + 0.003 9.290
0.078125 0.958 0.901 £ 0.003 5.950

FUENTE: Datos de los autores
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Gréfico 1. Actividad antioxidante equivalente al porcentaje de

Inhibicién del radical DPPH del extracto etandlico de Cordia lutea LAM.

“Changuaro”

La concentracion efectiva media (ECso) del extracto etandlico de Cordia lutea

LAM. es de 1.335 mg/mL.
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Gréfico 2. Curva de calibracién de Trolox por el método de ABTS.
Se construye una curva de calibracién que permite verificar la dependencia lineal
de las absorbancias del radical vs la concentracion del Trolox obteniéndose un R?

de 0.9987.
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Tabla 3. Actividad antioxidante por el método de ABTS de las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Cordia lutea LAM. “Changuaro”
equivalente a mM de Trolox.

Extracto Promedio Equivalente a

(mg/mL) Absorbancia Trolox (mM)
0.625 0.4005 + 0.018 0.695
0.3125 0.2555 + 0.001 0.429
0.15625 0.1605 + 0.001 0.255
0.078125 0.0993 + 0.008 0.143
0.0390625 0.0765 + 0.001 0.101

FUENTE: Datos de los autores.
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Grafico 3. Curva de calibracion de Trolox por el método de FRAP.

Se construye una curva de calibracion (grafico 3) que permite verificar la

dependencia lineal de las absorbancias del radical vs la concentracién del Trolox

obteniéndose un R? de 0.989.
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Tabla 4. Actividad antioxidante por el método de FRAP de las diferentes

concentraciones del extracto etandlico de Cordia lutea LAM. “Changuaro”

Extracto Promedio Equivalente a
(mg/mL) Absorbancias Trolox (mM)
0.625 0.126 + 0.001 0.113
0.3125 0.1013 + 0.002 0.069
0.15625 0.079 + 0.001 0.029
0.078125 0.074 + 0.002 0.020

FUENTE: Datos de los autores.



Tabla 5. Pesos de ratas e higados segun tratamiento.

Peso corporal NS Peso del higado NS
GRUPO TRATAMIENTO
(9) Higado () % p.c.
| CONTROL 233.25 £ 20.34 7.72+0.43 3.32

I APAP 2000mg/Kg 231.50 + 25.85 7.88 £ 0.97 3.40

I Sil-p 100 mg/Kg 241.33 +13.01 7.43 +0.50 3.08

+

v CL.LAM 150mg/Kg 240.67 + 10.69 7.99 +1.07 3.31

+

\ CL.LAM 300 mg/Kg 234.50 + 16.26 7.84+£1.04 3.33

VI CL.LAM 600 mg/Kg 239.00 + 16.97 8.35+0.80 3.49

NS= No significativo p<0,05 Test de Kruskal —~Wallis.
CL.LAM = Extracto etandlico de flores de Cordia lutea LAM. “Changuaro”

FUENTE: Datos de los autores.
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Tabla 6. Enzimas marcadoras transaminasas y fosfatasa alcalina en suero

sanguineo de ratas segun tratamiento.

GRUPO TRATAMIENTO AST (U/L) ALT (U/L) ALP (U/L)
| CONTROL 38.40 +4.18 1727 +4.92  272.29 +£19.05
I APAP 77.81+11.13*% 61.98 +5.04*% 452.93 + 24.90*?

i SIL-$ 100 mg/kg + APAP 47.15+7.57* 3597 +£14.17* 391.24 +21.31*
v CL.LAM 150 mg/kg + APAP 54.77 +13.75 39.70 £4.06  386.97 + 27.68
\Y CL.LAM 300 mg/kg + APAP 39.35+16.60* 21.21 £4.65% 365.03+12.282

VI CL.LAM 600 mg/kg + APAP 37.74 +10.00 16.21 +£1.53 327.54 +£10.08

Los valores se expresan como media + desviacion estandar de 5 animales de
experimentacion. APAP = paracetamol, CL.LAM = Cordia lutea LAM., SIL-f =
Silimarina + complejo B. p<0,05 Test de Mann — Whitney = * (APAP/ SIL-5), @
(APAP/ C.L.LAM 300 mg/kg).

FUENTE: Datos de los autores.
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Grafico 4. Enzimas marcadoras transaminasas en suero sanguineo de
ratas segun tratamiento.

Referencia: Tabla 6

En los niveles séricos de AST y ALT, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre todos los grupos a un p<0,05 (Test de Dunn’s), y se observo que
en el grupo Il (Paracetamol) presentd mayores niveles de dichas enzimas. Sin
embargo, los grupos que fueron tratados con Cordia lutea LAM y Silimarina-g,
presentaron niveles inferiores de transaminasas. Asimismo al comparar el grupo V
con el grupo VI, no se observé una diferencia estadisticamente significativa a un

p<0,05 (Test de Mann Whittney).
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4.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las lesiones hepéticas inducidas por medicamentos son extensas y representan
aproximadamente la mitad de los casos de enfermedades de insuficiencia hepatica

aguda y crénica.®

Los polifenoles y flavonoides estdn presentes en frutas, verduras, extractos
vegetales, y constituyen una excelente fuente de antioxidantes que pueden
contribuir a restablecer el equilibrio prooxidante / antioxidante en una situacion

de estrés oxidativo.

Es necesario mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante en los organismos
aerobios, porque estan expuestos a la generacion enddgena de especies reactivas
del oxigeno (EROs), tales como el anién superoxido (O2.-), el perdxido de
hidrégeno (H203), el radical oxidrilo (OH-), el éxido nitrico (NO), peroxidos
(ROO-), los cuales dafian las diversas estructuras celulares. En esta situacion es
muy importante la accién de sustancias enddgenas y exdgenas que neutralizan

dichos efectos nocivos de las especies reactivas del oxigeno (EROs).!!

El higado es el encargado de los procesos de detoxificacion en fase | y fase Il. En
una intoxicacién con paracetamol su catabolismo principal por la fase 1l cambia a
la fase | produciendo el radical NAPQI, que ocasiona dafios en la arquitectura
celular. El Paracetamol (acetaminophen) se usa ampliamente como analgésico y
antipirético. Es seguro en dosis terapéuticas, pero causa necrosis e insuficiencia
hepatica severa en caso de sobredosis. En la administracion de altas dosis de
paracetamol, las rutas de sulfatacion y glucuronizacion se saturan causando un

alto porcentaje de moléculas de paracetamol para ser oxidado a imina N-acetil-p-
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benzoquinona (NAPQI) altamente reactivo.>®* NAPQI, en particular, se une
covalentemente a macromoléculas hepatocelulares, que conducen a la activacion
de varios procesos bioquimicos como, estres oxidativo y agotamiento del glutation

(GSH), que resulta en efecto hepatotdxico.*

En tal sentido, la administracién de sustancias con propiedades antioxidantes
podria evitar o disminuir el efecto toxico de la mencionada droga.** Se ha
informado, que muchas plantas tienen la capacidad de proteger contra la lesion
hepética, debido a compuestos vegetales, como polifenoles, taninos, flavonoides,
lignanos, fenoles sencillos, naftoquinonas, que también funcionan como potentes
captadores de radicales libres dentro del cuerpo, donde pueden neutralizarlos

antes que puedan causar dafio celular.*?

La especie Cordia macleodii., presenta actividad antioxidante y hepatoprotectora,
evaluado mediante valores de AST, ALT, ALP, y BILIRRUBINA TOTAL.®

Como resultado de nuestra investigacion se evidencia una marcada elevacion en
los niveles séricos de AST, ALT, ALP en las ratas tratadas con 2000 mg/kg de
Paracetamol, indicando la generaciéon de dafio hepatocelular (Tabla N°6). Sin
embargo, estas enzimas séricas estan cerca del valor normal en los grupos tratados
con el extracto etanodlico de Cordia lutea LAM “Changuaro”; el extracto de 300
mg/Kg mostro efecto semejante a 100 mg/Kg Silimarina + Complejo 5, P <0,05
(Test Mann-Whitney). Siendo, el extracto de mayor actividad el de 600 mg/Kg, con
efecto superior a Silimarina + Complejo f, p<0,05 (Test Mann-Whitney).

En cuando a la determinacion de la capacidad antioxidante por el método del
radical ABTS se puede observar que existe elevada actividad, puesto que una
concentracion de extracto etandlico de Cordia lutea LAM “Changuaro” de 0.625
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mg/mL es equivalente a 0.69 mM de Trolox, existiendo una alta correlacion de
proporcionalidad positiva entre la concentracion y la actividad antioxidante (Tabla
3); de igual manera al determinar la capacidad de captacion del radical DPPH se
obtuvo una capacidad efectiva media (ECso) de 1.335 mg/mL de extracto, lo que
sugiere la elevada capacidad antioxidante del extracto por dicho método (Tabla
2), también demostrado en la especie Cordia dichotoma Forst. f. bark, que mostro

actividad antioxidante frente al radical DPPH.1°

Debemos tener en cuenta que ambos métodos utilizados presentan el doble
mecanismo de Donacién de protones (HAT) y Transferencia de electrones (SET).
Asimismo, la actividad antioxidante del extracto fue analizado por el método
FRAP, cuyo mecanismo de accion es de Transferencia de electrones, en donde se
demostr6 que 0.625 mg/mL de extracto etanodlico de Cordia lutea LAM
“Changuaro”, es equivalente a 0.113 mM de Trolox. (Tabla 4). Por lo cual, la
elevada actividad antioxidante podria atribuirse a la presencia de compuestos de
tipos fendlicos, flavonoides y catequinas determinados en el Screening fitoquimico.

(Tabla 1).

Basandonos en nuestros resultados podemos correlacionar que la actividad
antioxidante podria ser uno de los mecanismos responsables de la
hepatoproteccion que presenta esta especie. Por tanto, la presencia de compuestos
fendlicos en nuestro extracto etanolico de Cordia lutea LAM “Changuaro”, podria

ser responsable de su actividad antioxidante y hepatoprotectora.

Por ende, los resultados del presente estudio resultan innovadores, a partir del

cual se puede desarrollar un fitofarmaco para el tratamiento de enfermedades
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hepaticas, de gran utilizacion como una alternativa de bajo costo y gran
aceptacion al uso del farmaco mas utilizado en el mercado, tratando de alinear
los incentivos de la industria farmacéutica con los intereses sociales, coadyuvando

a la promocién de la salud.
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4.3. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de las flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”
presenta los siguientes grupos de metabolitos secundarios: flavonoides,
grupos aminos libres, grupos fenolicos libres, triterpenos, catequinas.

2. El extracto etandlico de flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”, a una
dosis de 300 mg/kg reduce significativamente los marcadores de dafio
hepatico: AST, ALT, ALP (p<0,05; p=0,007, prueba Kruskal-Wallis; Test
Dunn’s) superior al efecto del control (Silimarina-g 100 mg/Kg).

3. Enel método de DPPH la ECsges 1.335 mg/mL.

4. En el método de ABTS 0.313 mg/mL del extracto presenta un TEAC
(capacidad antioxidante equivalente a Trolox) de 0.429 mM.

5. La actividad antioxidante del extracto etanolico de Cordia lutea LAM
“Changuaro”, en el método de FRAP presenta un TEAC de 0.072 mM a
0.313 mg/mL.

6. El extracto etandlico de flores de Cordia lutea LAM “Changuaro” no

presenta toxicidad aguda a dosis de 2000 mg/kg.
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4.4. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar un estudio fitoquimico que permita aislar el
metabolito responsable de la actividad antioxidante y hepatoprotectora del
extracto etanolico de flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”.

2. Se sugiere realizar un estudio de formulacion con el principio activo del

extracto etanolico de flores de Cordia lutea LAM “Changuaro”.
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4.6. ANEXOS

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION D£ BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 151-2017

Producto : Rata Albina LoteN® : R-09-2017
Especie . Rallus norvegicus Cantidad : 40
Cepa : Holtzman Edad 1 2a25meses
Peso 1 200-250 9. Sexo : macho
Destino : ALARCON ARIAS, RUBEN
GR. : 029981
Lma : 21-09-2017

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales armba descritcs se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias *.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 21 de Setiembre del 2017
(Fecha de emision del cenificado)

NOTA : El Bioterio no se haca
responsable por el estado de
los animales, una vez queo
éstos egresan del mismo
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

.anuln
Nataral

CONSTANCIA N°37-USM-2017

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama con flores y fruto), recibida de, Rubén Angel
ALARCON ARIAS, de la Universidad San Luis Gonzaga de Ica; ha sido
estudiada y clasificada como: Cordia lutea Lam. y tiene la siguiente posicion
taxondmica, seguin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: POLEMONIALES
FAMILIA: BORAGINACEAE
GENERO: Cordia
ESPECIE: Cordia lutea Lam.

Nombre vulgar: "Changuaro”
Determinado por: Blgo. Severo M. Baldeon Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para

fines de estudios.
Fecha, 23 de setiembre de 2017
. "",- -_;,./ o oy 7
Dra. Haydeé Montoya Terreros
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
Av. Arenales 1256, Jes(s Maria Telfs. (511)471-0117 470-4471 e-mail: musechn@unmsm edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Peru 470-7918, 6197000 anexo 5703 hitp/musechn unmsm.edu.pe
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