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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Gentianella
nitida (hercampuri) en un modelo experimental inducido por paracetamol. Para evaluar
el efecto de hepatoproteccion del extracto de Gentianella nitida se empled paracetamol
como inductor del dafio hepdtico. Se analizé in vitro la capacidad antioxidante (DPPH,
ABTS, FRAP), el contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto acuoso de
Gentianella nitida. En el modelo in vivo se trabaj6 con 24 ratas Holtzman hembras de 2
meses, formandose 4 grupos (n= 6): grupo control, grupo paracetamol, grupo silimarina
y grupo Gentianella nitida. Al grupo Gentianella nitida se administré una dosis de 200
mg/kg de peso corporal durante 7 dias, seguido del paracetamol 300 mg/kg de peso
corporal por 4 dias mas. Se utilizé silimarina 50 mg/kg de peso como estindar de
referencia. En el homogenizado de higado se midi6 catalasa, superéxido dismutasa,
glutatién S- transferasa, glutation, TBARs, proteinas totales. En el andlisis estadistico se
aplicé prueba Kruskal-Wallis, y como prueba pos hoc Mann Whitney. Se trabajé con
una significancia p < 0,05. La capacidad antioxidante equivalente a 4cido ascorbico
(AAEAC-DPPH) fue 56 ng AA/mg ss y la capacidad antioxidante equivalente a trolox
(TEAC-ABTYS) fue 87,7 pg trolox/mg ss. Expresado en FRAP fue 98,5 ng FeSO4/mg ss.
Fenoles totales fue 65,8 ng EAG/mg ss y de flavonoides, 11,7 pg EQ/mg ss. En el
modelo in vivo, el grupo Gentianella nitida tuvo resultados significativos en la actividad
de SOD y TBARSs (aumento; p < 0,05) y en la actividad de glutation S-transferasa y
glutatiéon (disminucién; p < 0,05). El extracto de Gentianella nitida exhibe capacidad
antioxidante en correlacion con el contenido de fenoles totales, protegiendo la actividad
de las enzimas antioxidantes hepdticas frente al dafio de las ROS producidas por el

paracetamol.

Palabras Clave: Gentianella, antioxidantes, fenoles, flavonoides, catalasa, superéxido

dismutasa, glutation transferasa, glutation, TBARs, proteinas, acetaminofén.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to evaluate the hepatoprotective effect of the aqueous
extract of Gentianella nitida (hercampuri) in an experimental model induced by
paracetamol. To evaluate the hepatoprotective effect of extract of Gentianella nitida,
paracetamol was used as an inducer of liver damage.The antioxidant capacity was
analyzed in vitro (DPPH, ABTS, FRAP), the total content of phenolds and flavonoides
in the aqueous extract of Gentianella nitida. In the in vivo model, 24 female Holtzman
rats of 2 months old were studied, forming 4 groups (n = 6): control group, paracetamol
group, silymarin group and Gentianella nitida group. A dose of 200 mg / kg body
weight was given to the Gentianella nitida group for 7 days, followed by paracetamol
300 mg / kg body weight for 4 days. Silymarin 50 mg / kg body weight was used as the
reference standard. In the liver homogenate was measured catalase, superoxide
dismutase, glutathione S-transferase, glutathione, TBARSs, total proteins. In the statistical
analysis was applied Kruskal-Wallis test and as a post hoc test Mann Whitney. A
significance of p < 0.05 was used. The antioxidant capacity equivalent to the ascorbic
acid (AAEAC-DPPH) was 56 ug AA/mg ss and the antioxidant capacity equivalent to
the trolox (TEAC-ABTS) was 87,7 ng trolox/mg ss. Expressed in FRAP was 98,5 ug
FeSO4/mg ss. Total phenols were 65,8 ug EAG/mg ss and flavonoids were 11,7 ug
EQ/mg ss. In the in vivo model, the Gentianella nitida group had significant results in
SOD and TBARs (increase: p < 0.05) and in glutathione S-transferase activity and
glutathione (decrease: p < 0.05). The extract of Gentianella nitida shows an antioxidant
capacity in correlation with total phenol content, protecting the activity of liver

antioxidant enzymes against the damage of ROS produced by paracetamol.

Key words: Gentianella, antioxidant, phenols, flavonoides, catalase, superoxide

dismutase, glutathione transferases, glutathione, TBARSs, protein, acetaminophen.



1 CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica

Desde la antigiiedad 3500 a 2500 afios antes de Cristo se conoce los beneficios de las
plantas medicinales para la salud (Agapito & Sung, 1998), estas constituian el unico
recurso que disponia el hombre para curarse, a pesar de todos los conocimientos actuales
sobre tratamientos terapéuticos con farmacos de sintesis, el uso de estas plantas
medicinales sigue siendo un medio importante para el tratamiento de males a nivel
mundial. Esta situacion ha llevado a la necesidad de estudiarlas aplicando el método
cientifico con el fin respaldar el conocimiento ancestral de sus propiedades medicinales

asi como investigar nuevas aplicaciones.

El uso de estos recursos constituyen parte de la medicina tradicional y basado en el

amplio uso a nivel mundial, la Organizaciéon Mundial de la Salud ha desarrollado



directrices para utilizar de manera segura y proteger las plantas medicinales con el fin de

que se utilicen de manera sustentable (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Los estudios cientificos de las plantas medicinales atin son escasos y todavia no se
conocen todas las propiedades que poseen cada una de ellas (Agapito & Sung, 1998). A
nivel nacional, a pesar de la riqueza y diversidad en recursos fitoterapéuticos las
investigaciones cientificas sobre su caracterizacién y acciones bioquimicas son muy

€scasas.

En el Perd, uno de estos recursos es el hercampuri que abarca a dos especies,
Gentianella alborosea y Gentianella nitida. En la medicina popular se conoce que el
hercampuri es usado para aliviar dolores estomacales, combatir las fiebres producidas
por el paludismo, remedio para la hepatitis, hepatoprotectora, desintoxicante, depurativo,
hipoglucemiante, diurética, regulador de la presion sanguinea, para el tratamiento de la
obesidad e hipocolesterolémico (Instituto Nacional de Salud). La mayor parte de los
estudios se ha realizado en Gentianella alborosea, sin embargo no se ha demostrado
cientificamente si Gentianella nitida comparte estas propiedades como la

hepatoproteccion.

La automedicacion es una expresion del autocuidado del hombre por su salud, sin
embargo puede llevar a situaciones negativas, igualmente la polifarmacia a veces
producto de una escasa comunicacién entre médicos especialistas puede conducir a un

dafio hepatico.

La hepatotoxicidad puede ser leve o grave dependiendo de la dosificacion, del tiempo de
tratamiento, de la existencia de alguna enfermedad hepatica previa o por consumo de
bebidas alcohdlicas. Uno de los medicamentos hepatotoxicos mas usados y de venta
libre es el acetaminofén (paracetamol) que puede causar insuficiencia hepdtica de

diversos grados.



Es necesario entonces validar a nivel preclinico in vivo, el uso tradicional de Gentianella
nitida como un recurso hepatoprotector en un modelo experimental en ratas inducido por

paracetamol.

1.2 Formulacion del problema

(El extracto acuoso de Gentianella nitida ejerce efecto hepatoprotector en un modelo

experimental inducido por paracetamol?

1.3 Justificacion de la Investigacion

Gentianella nitida es una planta silvestre originaria de la Sierra Peruana, recomendada
por los hierberos por sus propiedades como hepatoprotector, reductor de colesterol,
diurético y desintoxicante. Estos usos tradicionales requieren ser validados para una
potencial aplicacion como producto fitoterapéutico y para ser administrado con

seguridad y eficacia.

Los estudios cientificos constituyen el respaldo para garantizar su consumo como una
alternativa a la medicina occidental y los resultados del estudio de hepatoproteccion de

Gentianella nitida beneficiara a la poblacion usuaria.



Igualmente los resultados de esta investigacion serdn importantes para promover su
cultivo y dejar la condicion de silvestre, ademds de velar por la no extincién de esta

especie, conservando sus principios activos en cantidad y calidad.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Gentianella nitida en un

modelo experimental inducido por paracetamol.

1.4.2 Objetivos Especificos

Determinar el potencial antioxidante in vitro del extracto acuoso Gentianella nitida.

Medir la actividad especifica de enzimas antioxidantes hepaticas en un modelo de

toxicidad inducido por paracetamol.

Determinar los niveles de metabolitos hepaticos de estrés oxidativo en un modelo de

toxicidad inducido por paracetamol.



2 CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de investigacion

A nivel nacional son escasos los estudios realizados sin embargo se han llevado a cabo
los siguientes: un estudio experimental durante 7 semanas en ratas Sprague-Dawley con
la especie Gentianella alborosea, en el que se hall la disminucién de peso y heces
esteatorreicas, haciendo suponer que el efecto era una disminucién del proceso de
absorcion de lipidos a nivel de lumen intestinal, también se observd que no hubo
cambios en la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima que contribuye a
la sintesis de dcidos grasos y colesterol. Sin embargo se encontr6 deplecion de la reserva
de la vitamina A en el tejido hepdtico atn cuando los niveles séricos se conservaron,
evento que puede reforzar su accion inhibitoria de la absorcion de lipidos cuando es

consumido por tiempo prolongado. (Benavides Rivera, 1998).



Los estudios con Gentianella nitida reportados en la literatura no incluyen el efecto
hepatoprotector, pero si la actividad antimicrobiana y captacion de radicales libres de
Gentianella nitida, demostrando actividad antifingica siendo los microorganismos mas
susceptibles Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes y Microsporum gypseum.

(Rojas, Doroteo, Bustamante, Bauer, & Lock, 2004).

Estudios mads recientes con Gentianella alborosea mostraron que la esteatosis hepdtica
no alcohdlica inducida previamente con una dieta hiperlipidica bajo tratamiento con
extracto etandlico de quien produjo una disminucién de la macrovacuolas hepéticas
observada por tincién con hematoxilina-eosina, aun cuando no mostraron cambios en el

peso del higado ni en el peso de las ratas. (Ugaz Soto, Zafra Tanaka, & Tapia Vicente,

2012)

Otro estudio compara el efecto hipoglucemiante de Gentianella bicolor (Corpus huay),
Gentianella nitida (Hercampuri) y Gentianella chamuchui (Genciana) determindndose
los niveles de glucosa a las: 03, 06 y 24 horas después de la administracién oral de los
extractos acuosos de cada planta. En el dia 14 se observé una disminuciéon de la
glucemia principalmente con Gentianella bicolor. (Bermidez Diaz & Huamén Saavedra,

2015).

Sin embargo los efectos hepatoprotectores de otras plantas medicinales han sido
demostrados con diferentes modelos de hepatotoxicidad. Asi, el efecto hepatoprotector
significativo del extracto metandlico de Achyranthes aspera linn. se demostrd frente a
un modelo experimental de hepatotoxicidad en ratas inducido con una suspension de
rifampicina 5% y una dosis de 100 mg/kg del extracto metandlico (Bafna & Mishra,

2004).

Troncoso & Guija en el afio 2007 estudiaron el efecto antioxidante y hepatoprotector del
Petroselinum sativum (perejil) a la dosis de 150 mg/kg en ratas bajo intoxicacion
hepatica por paracetamol (200 mg/kg) y comparado con un farmaco hepatoprotector

(FHP) Purinor® (50 mg/kg). El resultado histopatoldgico mostrd necrosis hepética leve



en el grupo tratado con Petroselinum sativum frente a la necrosis de moderada a severa

en el grupo de FHP.

Sandoval, Lazarte, & Arnao en el afio 2008 determinaron la capacidad hepatoprotectora
de las semillas y cdscaras de la uva Vitis vinifera L., en un modelo de intoxicacién con
etanol al 5% en ratones albinos machos durante 7 dias. La intoxicacién alcohdlica
produjo hepatomegalia desde las 24 horas, la administracién cédscara — semilla con el
alimento mostré un dafio menor, protegiendo al tejido hepético, hasta el quinto dia de

injuria.

Arnao Salas, Sudrez Cunza, Trabuco Ricaldi, Cisneros Chinchay, & Rodrigo Rojas en el
afo 2012 estudiaron el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Smallanthus
sonchifolius (yacén) induciendo intoxicacién con acetaminofén en un modelo con ratas
hembras albinas Holtzman. En este modelo se realizé un tratamiento previo con el
extracto de yacén durante cinco dias y la intoxicacién hepdtica se realiz6 con
acetaminofén (250 mg/kg) en una sola dosis. Se empled como farmaco de referencia
silimarina 50 mg/kg peso. Los autores concluyen que el extracto acuoso de hojas de

yacon presentd una accidn hepatoprotectora comparable a la silimarina.

2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Gentianella nitida

El género Gentianella fue segregado como género por Moench en 1794, hay diferencias
notables entre el género Gentianella y Gentiana. Sin embargo hasta los afios 1960 era

muy dificil llegar a saber cudntas especies pertenecian a este género de Gentianella, ya



que muchas figuraban como Gentiana. Tal vez el lugar mas rico del género Gentianella

es la zona Andina de América del Sur (Fabris, 1960).

Las especies Gentianella alborosea y Gentianella nitida son las més conocidas del
género Gentianella, éstas especies son muy utilizadas en la medicina tradicional en el
Pert principalmente como depurativas hepaticas, hipoglicemiante, hipocolesterolémica,

colerética y colagoga. (Villavicencio Vargas, 2001)

Gentianella nitida (Griseb.) Fabris cominmente también conocido como “Hercampuri”
es una planta herbacea tropical encontrada en los Andes (Perti) a 4000 m.s.n.m. es una
hierba perenne, algo cespitosa de hasta 4 cm de alto (anexo 1y 2). Hojas lineales o lineal
lanceoladas, agudas en el dpice, de 1.5 - 2 cm de largo y 2 - 3 cm de ancho, muy
lustrosas. Flores solitarias cortamente pedunculadas, erectas de color rosado a rojo.

Fruto capsula con numerosas semillas.(Corporacion Andina de Fomento, 2012)

Su nombre proviene de la palabra quechua “Hjircan pureck” que significa “el que

camina de pueblo en pueblo”.

2.2.1.1 Taxonomia

En el Peru la familia Gentianaceae es reconocida por presentar alrededor de 15 géneros
y aproximadamente de 170 especies mayormente hierbas y arbustos. Se reconoce 103
especies endémicas en siete géneros, sélo 33 especies endémicas se encuentran dentro de
areas protegidas. Los géneros de Gentianella y Macrocarpaea tienen el mayor nimero de

especies endémicas. (Castillo, Salinas, Ledn, & Sanchez, 2006).

Gentianella nitida (Grisebach) Fabris, fue errébneamente identificada como Gentianella

alborosea (Glig.) Fabris (Lacaille Dubois, Galle, & Wagner, 1996).



Actualmente Gentianella nitida (Griseb.) Fabris tiene la siguiente taxonomia, segun el
Sistema de Clasificacion de Croquist (1988) que fue dada por el Museo de Historia

Natural (anexo 3).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: GENTIANALES
FAMILIA: GENTIANACEAE
GENERO: Gentianella

ESPECIE: Gentianella nitida (Griseb.) Fabris

2.2.1.2 Distribucion geogrdfica

Gentianella nitida (Grisebach) Fabris crece en forma silvestre en lugares con humedales
en los departamentos de La Libertad, Hudnuco, Junin y Huancavelica. Estos ambientes
estdn afectados por la expansion de la actividad minera y el pastoreo intensivo. Las
especies endémicas ocupan principalmente las regiones de la puna himeda y seca,
paramo y bosque montano muy himedo, entre los 1000 y 5100 m de altitud. Sus
poblaciones también estdn siendo explotadas, por considerarsele medicinal. (Castillo,

Salinas, Ledn, & sanchez, 2006)
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2.2.1.3 Composicion quimica

En muchas especies de la familia Gentianaceae se han aislado secoiridoides y xantonas.
Las xantonas se encuentran en la raiz, hojas y tallo, las cuales son de especial interés por
ser fuertes inhibidores de la monoamino oxidasa, es decir, son compuestos
fisiologicamente activos. En Gentianella alborosea se encuentra diversos derivados de

las xantonas (Instituto Nacional de Salud).

En Gentianella nitida se han identificado 12 metabolitos por HPLC-UV, entre ellos:
secologanosida, amaroswerina, amarogentina (secoiridoides), isorientina (c- glicosil
flavona), mangiferina, demetilbellidifolina 8-O-glucosido, norswertianina 1-O-
glucésido, swertianina 1-O-primeverosido, swertianina 8-O-glucésido, norswertianina,
demetilbellidifolina, y swertianina (xantona en forma libre y en forma de glicésidos).
(Lacaille Dubois, Galle, & Wagner, 1996). Dos sesterterpenoides fueron aislados, la
nistidasina en el afio 1997 y el nitiol en el afio 1999. (Kawahara, Nozawa, Kurata,
Hakamatsuka, Sekita, & Satake, 1999). En otro estudio se aislaron de Gentianella nitida
xantonas: gentisina y gentiseina por HPLC. (Callo C, Lock, Alvarez, & Jurupe Ch,
2001). Otro metabolito secundario fue aislado como glucésido de secoiridoides es la

amaronitidina (Kawahara, Masuda, Sekita, & Satake, 2001).

2.2.1.4 Nombres comerciales

Hercampuri, hircampuri, hilcampure, t€¢ amargo, té de Chavin.
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2.2.1.5 Usos en la medicina tradicional

La planta entera (raiz, tallo, hojas y flores) de Gentianella nitida es usada en la medicina
tradicional peruana para la hepatitis, como colagogo y en el tratamiento de la obesidad

(Lacaille Dubois, Galle, & Wagner, 1996).

Otros usos son para el tratamiento de dolores estomacales y de fiebre amarilla; tiene
propiedades: hepatoprotectora, desintoxicante, depurativa, de accién hipoglucemiante y
diurética. También es usado para regular la presion sanguinea, regular la circulacidn,
reducir el peso corporal y el colesterol, actuando como hipocolesterolémico y contra la

obesidad. (Hercampuri_Vademecum INS)

2.2.2 Paracetamol

Conocido también como acetaminofén (N-acetil-p-aminofenol [APAP]), ambos
términos se mencionardn en el presente trabajo, es un metabolito de la fenacetina, fue
utilizado clinicamente por Von Mering en 1893, no apareci6 en el mercado hasta el afio
1950 en los Estados Unidos y en 1956 en Australia. El paracetamol por sus efectivas
propiedades analgésica y antipirética es de consumo masivo debido a su libre
comercializacion sin prescripcion médica. Sin embargo desde los afios 60 en que se
publicaron los primeros casos de intoxicaciéon hasta la actualidad, el interés por los
estudios toxicoldgicos ha mostrado efectos principalmente a nivel hepatico de manera
que se le emplea como sustancia inductora de hepatotoxicidad en modelos

experimentales.
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Basados en la literatura disponible, la FDA en Estados Unidos ha determinado que el
acetaminofén es efectivo a una dosis terapéutica mdxima para adultos 4 gramos en 24

horas. No es recomendable su uso por mds de 7 dias.

2.2.2.1 Absorcion y metabolismo del paracetamol

Su absorcién en el tubo digestivo alcanza una concentracion médxima a los 30 - 60
minutos; su vida media es de 2 horas; se distribuye uniformemente en los liquidos

corporales. (Sisamoén, 2003)

El paracetamol (acetaminofén) es metabolizado a conjugado glucurénido y conjugado de
sulfato no téxicos, y también a un metabolito muy reactivo, N-acetil-p-
benzoquinoneimina (NAPQI1); la enzima glucurononiltransferasa (UDP) cataliza las
reacciones de conjugacion del dcido glucordénido, la familia de enzimas sulfotransferasas
catalizan las reacciones de sulfatacion y las isoformas del Citocromo P450
biotransforman el APAP a NAPQI, a éste se le conoce como un compuesto intermedio
biolégicamente reactivo (figura 1). En dosis terapéuticas, la NAPQ1 se une al glutation;
sin embargo, en caso de dosis excesiva se produce la deplecion del glutation y el
NAPQI1 se une a macromoléculas celulares nucledfilas desencadeniandose necrosis

hepatica. (Brunton, Chabner, & Knollman, 2012)



13

2.2.2.2 Mecanismos de toxicidad del paracetamol

El acetaminofén presenta efectos de toxicidad en dosis elevadas, llegando a causar
necrosis en los hepatocitos principalmente en la region centrolobulillar, correspondiente

a la zona III del acino hepatico de Rappaport. (Sisamén, 2003)

Paracetamol
HNCOCH;
HNCOCH3 ) HNCOCH3
A @2 \T./ N /\
@ on [
N l = \,/
Sulfato Glucurdnido
NCOCH,
)‘\ NAPQI
I | (producto
Y’ ntermeadio 10xico)
0

Macromoiéculas
celulares nuckeodiias

HNCOCH3

@
Glutation \r/\MdLYUHKJ:‘}LU':]S

OlH OlH
L 1

capturico Muerte celular

Acido

Figura 1.Vias del metabolismo del paracetamol y su toxicidad. El compuesto
intermedio téxico NAPQI1 es N-acetil-p-benzoquinoneimina. Fuente. Datos tomados de
Brunton, Chabner, & Knollman (2012).
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La detoxificacion hepatica del acetaminofén cuando se ingiere grandes dosis se produce
principalmente a nivel de fase I del metabolismo de xenobidticos. A este nivel el
citocromo P450 (CYP2EI1, CYPIA2 y CYP3A) genera el compuesto NAPQI que al
reaccionar con el glutatién puede agotar las reservas hepaticas de este tripéptido. El
NAPQI también ejerce su toxicidad al unirse de forma covalente a macromoléculas y
produciendo radicales libres, que conduce a necrosis hepética en corto tiempo (aprox. 12
horas). En los riflones también se da este proceso pero en mucha menor medida y
contribuye en la nefrotoxicidad. Es mayor la toxicidad cuando se asocian inductores del
citocromo P450 (etanol -CYP2E y CYP3A -, fenobarbital -CYP2B y CYP3A-,
carbamacepina, fenitoina, rifampicina, zidovudina) o también con aquellos que compiten
en la conjugacién (dicumarol, morfina, prednisona, salicilatos, estrégenos) aumentando

asf la formacién de sustancias quimicas toxicas.

Hay otros factores que predisponen la toxicidad por acetaminofén, es el consumo
crénico de alcohol, esto altera el metabolismo del paracetamol, primero agotando las
reservas de glutation por lo tanto disminuye la capacidad de detoxificacion del NAPQI,
y segundo es un inductor del citocromo P450 incrementada la transcripcion de este
grupo enzimdtico, aumenta la proporcién de la droga que es convertida en NAPQI.

(Sisamon, 2003).

La fase I de la detoxificacion del paracetamol a nivel del citocromo P450 produce
especies radicales del oxigeno del tipo superdxido y perdxido de hidrégeno. El radical
libre superdxido reacciona rdpidamente en el medio de formacién y el perdxido de
hidrégeno por ser una molécula simétrica y de bajo peso molecular puede atravezar
membranas y potencialmente provocar dafios oxidativos ademds en otros ambientes de

la célula (figura 2).

En la fase 2 participan una serie de enzimas que catalizan reacciones de conjugacion,
que permiten aumentar la solubilidad de los xenobidticos con el fin de ser excretados por

via urinaria o por heces principalmente. Las conjugaciones incluyen reaccién de
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sulfatacion, glucuronidacién, metilacion, acetilacidon, conjugaciéon con el glutation y

conjugacion con glicina.

ROH RH
K
- 1
(ROH) Fe’ (RH) Fe3. -
= F/OI.:“' CitPaso 2 \(-
(Re) (FeOH) Reductasa (RH) Fe?*
6
RH (FeO)" . % O
H,0 : (RH) Fe> (0,7)

(RH) Fe* u
2H+ Cit b5
)

Q0. 2

Figura 2. Mecanismo de accion del citocromo P450. Este esquema es una
simplificacion del mecanismo de accion del citocromo P450 (CYP) propuesto por Coon.
En él, el Fe3+ representa al hierro del grupo hemo del CYP oxidado, RH y ROH a los
sustratos y productos respectivamente. En este ciclo de 6xido-reduccién se liberan anién
superdxido (O27) y perdxido de hidrégeno (H202). Fuente. Datos tomados de Orellana
& Guajardo (2004).
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Otros modelos quimicos de dafio hepético empleados experimentalmente se realizan con
tetracloruro de carbono, galactosamina, tioacetamida, concavalina A, lipopolisacérido y

azoximetano. (Tufidn, Alvarez, Culebras, & Gonzélez-Gallego, 2007)

2.2.3 Radicales libres (RL)

Se define como especies quimicas (molécula, ion) que contienen un electrén
desapareado dentro de su estructura. En la mayor parte de los casos, son especies
altamente reactivas en los sistemas bioldgicos, algunos tienen un tiempo de vida media

menor de 1us, y reaccionan para generar moléculas mds estables (tabla 1).

Tabla 1.Vida media de las Especies Reactivas de Oxigeno

NOMBRE DE LA SIMBOLO VIDA MEDIA (s)
ESPECIE
Oxigeno singlete 102 107
Anién superoéxido 02 <1
Hidroxilo -OH 107
Peroxido de H202 <1
hidrégeno
Alcoxilo RO- 10
Peroxilo ROO- 7

Fuente. Datos tomados de Gambini (2007).
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Las reacciones en las que participa el O2 suelen originar radicales libres y moléculas
reactivas denominadas especies reactivas de oxigeno (EROs): anidén superdxido,

perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo. (Konigsberg Fainstein, 2008).

Las EROs anién superéxido y el per6xido de hidrégeno son reducidas enzimaticamente
por metaloenzimas mitocondriales y citosdlicas (figura 3). Sin embargo no se dispone de
una reduccién enzimatica del radical libre hidroxilo, probablemente porque su tiempo de
vida media es muy corto. Este radical reacciona con moléculas que se encuetran en el

medio donde se forma o puede reaccionar con moléculas antioxidantes.

CADENA TRANSPORTADORA DE
ELECTRONES

O, - 02_ Radical superoxido

h ‘-. 2H"

O_‘) J
O, SUPEROXIDO

DISMUTASA

H,0,

1GSH GSSH

CATALASA

Fet2 GLUTATION
Reaccid < PEROXIDASA
eacCIon
de Fenton Fe*3
H,O H,0O
OH+ OH Radical
hidroxilo

Figura 3. La cadena de transporte de electrones mitocondrial es considerada la
mayor fuente de formacion de radicales libre. Del total del oxigeno que llega a la
mitocondria, del 5 al 10% se reduce por la accién de los electrones procedentes de los
transportadores de la cadena respiratoria que escapan de ésta, la cual es responsable de la
formacion del anién O2", que por accion de la SOD se convierte en H202 y éste a <~ OH
mediante la reaccién de Fenton. Fuente. Datos tomados de Maldonado Saavedra,
Jimenez Visquez, Guapillo Vargas, Ceballos Reyes, & Méndez Bolaina ( 2010).
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2.2.4 Antioxidantes

“Un antioxidantes es cualquier substancia que, cuando se encuentra presente en
concentraciones pequefias en relacion con las de un sustrato oxidable, demora
significativamente o previene la oxidacion de dicho sustrato” segun Halliwell (1997).
La oxidacion es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a
un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres cuando
la transferencia es univalente dando inicio a reacciones en cadena que potencialmente

danan a las células.

Los antioxidantes terminan estas reacciones eliminando intermediarios del radical libre e

inhiben otras reacciones de oxidacion, oxidandose ellos mismos.

Existen diversas clasificaciones de los antioxidantes, uno de ellos es de acuerdo a su
estructura y funcion bioldgica: a) enzimaticos (superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa, etc) y b) no enzimdticos (glutation reducido, a-tocoferol, dcido ascérbico,

acido trico, bilirrubina, vitaminas y polifenoles) (Konigsberg Fainstein, 2008).

2.2.4.1 Catalasa (E.C 1.11.1.6):

Es una hemoproteina, cataliza la descomposicién del peréxido de hidrogeno en oxigeno
y agua. La catalasa se localiza a nivel celular en peroxisoma, mitocondria y citosol;
encontrdndose en mayor concentraciéon en higado, rifién y eritrocitos. Su funcién es

eliminar las concentraciones elevadas del H202 que se forma, como por ejemplo, en la
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mitocondria, lo encontramos como producto de la dismutacion enzimdtica del radical

libre anién superdxido.
La reaccion es la siguiente:

2HO, —— 2 H 0+ Oz

Una molécula de la enzima cataliza la transformacién de 1 x 107 moléculas de sustrato
por segundo por sitio activo. La catalasa, ademds de mantener el H2O2 en niveles no
téxicos, puede participar en muchos eventos del desarrollo de los seres vivos como la

proliferacion, diferenciacion y muerte celular. (Konigsberg Fainstein, 2008)

2.2.4.2 Superoxido dismutasa (E.C 1.15.1.1) :

Esta enzima se encarga de transformar el radical anién superéxido en perdxido de
hidrégeno. Las SOD son una familia de enzimas que catalizan la dismutacién del Oz,
como se observa en la siguiente reaccion:

202 + 2HY ——» H202 + O2
SOD 1: es dimérica, su centro catalitico tiene un cobre y un zinc y esté en el citoplasma.

SOD 2: es tetramérica, en su centro catalitico tiene un manganeso y se encuentra cerca

de la membrana mitocondrial interna

SOD 3: es tetramérica, su centro catalitico también tiene un cobre y un zinc, se

encuentra ubicada en la matriz extracelular. (Konigsberg Fainstein, 2008)

La superoxido dismutasa tiene un Km 3,6 x 10*M (Voet & Voet, 2004).
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2.2.4.3 Glutation S- transferasa (E.C 2.5.1.18):

Es una familia de enzimas que se encuentran en el citosol, mitocondrias y membranas
celulares que catalizan una serie de reacciones que son importantes en el mecanismo de
desintoxicacién fisiolégica. El amplio rango de sustratos de esta enzima permite
proteger la célula mediante la conjugacion con el glutation (GSH) a sustratos
electrofilicos, generando compuestos menos reactivos y mas solubles, que puedan ser
eliminados ficilmente de la célula a través de los transportadores de membrana
especificos. Se clasifican en tres superfamilias: citosélica, mitocondrial y MAPEG

(Proteinas asociada a membrana en eicosanoides y metabolismo glutation).

En la reaccidén siguiente la GST cataliza la conjugacion de glutatiéon reducido al centro

electrofilico del sustrato produciendo un conjugado GSH estable y soluble:

R-X + GSH ———» R-SG + XH

2.2.5 Estrés oxidativo en la salud y enfermedad

Se define estrés oxidativo como una situacién de desequilibrio entre antioxidantes y
prooxidantes causado por un aumento de oxidantes y/o por una disminucion de

antioxidantes.

En la actualidad se ha relacionado el estrés oxidativo con procesos fisiolégicos como el

envejecimiento y enfermedades tales como: ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer,


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.pe&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Protein_family&usg=ALkJrhitfSVPWDhOorp42W61_ZnachsESg
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diabetes mellitus, lupus, el proceso isquemia/reperfusion, procesos inflamatorios y
diversos tipos de cdncer, entre otros; ya que el aumento de las especies reactivas y los
radicales libres pueden favorecer la presencia de estas enfermedades, y esto se puede

prevenir con un equilibrio entre el estado prooxidante y los niveles de antioxidantes.

La alimentacion juega un papel muy importante para este equilibrio y puede prevenir
estas enfermedades relacionadas al estrés oxidativo; los carotenoides, las vitaminas
hidrosolubles y liposolubles, los compuestos fendlicos, cuya actividad antioxidante y

potenciales efectos beneficiosos ayudan a contrarrestar a estos oxidantes.

El uso terapéutico de medicamentos también puede producir intoxicaciones por
sobredosis accidental y también voluntaria como en los casos de suicidio u homicidio. El
sistema de detoxificacion de los farmacos en situaciones de intensa actividad produce en
fase I dos ROS, el anién superdxido y el peroxido de hidrogeno (figura 2), los cuales
pueden condicionar un ambiente que lleve al estrés oxidativo. Esto se produce
principalmente en el higado, y a nivel celular como tisular puede llevar a una

hepatotoxicidad y necrosis hepatocelular.

2.2.6 Biomarcadores de estrés oxidativo:

2.2.6.1 Lipoperoxidacion: (TBARs)

Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno atacan a los 4cidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares transformdndolos en 4cidos grasos
peroxidados, los cuales sufren un acortamiento de su cadena liberando Malondialdehido
(MDA). Los lipidos son facilmente oxidados y la reaccion una vez iniciada se propaga

en cadena.
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La lipoperoxidacion se divide en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion.
Etapa Iniciacion: se desencadena cuando una especie reactiva de oxigeno ataca a un
residuo de un 4cido graso poliinsaturado de los lipidos de membrana, este es capaz de
retirar un 4tomo de hidrégeno de un grupo metileno. Etapa Propagacion: se da a partir de
la nueva molécula a la que se le ha abstraido un hidrégeno, pasando lo mismo a lo que
fue sujeto ella, ddndose asi una reaccion en cadena y de esta manera la lipoperoxidacion
se propaga a través de la membrana. Etapa Terminacién: puede finalizar cuando un
radical lipidico reacciona con otra molécula radical para formar un dimero que queda
dentro de la membrana (figura 4).La lipoperoxidacion altera las funciones de fluidez y

permeabilidad de la membrana. (Konigsberg Fainstein, 2008)

2.2.6.2 Glutation

En 1921 fue propuesto como un dipéptido y se introdujo el nombre de Glutatién por
Hopkins, en 1935 finalmente se describe la estructura quimica como un tripéptido por
Harringy Mead. El glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) es un metabolito
hidrosoluble sintetizado en el citoplasma de todas las células, encontrdndose en mayor
concentracion en el higado, ya que este 6rgano tiene la funcién de eliminar compuesto

xenobidticos. (Denzoin Vulcano, Soraci, & Tapia, 2013)
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Figura 4.Pasos de la peroxidacion lipidica: iniciacion, propagacion y terminacion.

Fuente. Datos tomados de Mimica Dukic, y otros, (2012).

Una vez sintetizado, la mayor parte es transportado al espacio extracelular, donde es
catabolizado rapidamente. El glutatién participa en muchos procesos fisiologicos como:
antioxidante participando en la detoxificacion de xenobidticos; es cofactor para las
reacciones de isomerizacion; modula actividades enzimaticas; también como

almacenamiento y transporte de cisteina; proliferacion celular y en la apoptosis; y la
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funcion mds importante es mantener el balance de o6xido-reduccion en la célula
protegiéndola del estrés oxidativo. (Martinez Sdmano, Torres Durdn, & Judrez Oropeza,

2011)

En la detoxificacion de lo xenobidticos el glutation forma conjugados con los
compuestos electrofilicos en reacciones espontdneas, y también en reacciones

enzimadticas catalizadas por la GSH S-transferasa, glutation peroxidasa.

Ante reacciones peroxidativas el GSH se oxida a GSSG forméandose un puente
disulfuro (figura 5), cuando participa como cosustrato de la glutation peroxidasa,
enzima que cataliza las reducciones de los compuestos peroxidados. El GSSG es
reducido a GSH por medio del enzima glutation reductasa, esta enzima tiene como

cofactor NADPH, que serd proporcionado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa.

Figura 5. Estructura quimica de las formas de glutation. a) Glutatiéon reducido
(GSH), su grupo activo es el grupo SH del residuo de Cisteina (circulo).b) Glutatién
oxidado, formado por dos moléculas de GSH unidas por un enlace disulfuro (circulo).
Fuente. Datos tomados de Denzoin Vulcano, Soraci, & Tapia ( 2013)
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3 CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipoy disefio de investigacion:

Cuantitativo Experimental.

3.2 Materiales y métodos :

3.2.1 Reactivos:

Los reactivos difenilpicril hidrazilo (DPPH), acido ascérbico, dcido 2,2- azinobis-3-etil
benzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), persulfato de potasio, dcido (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), &cido

gédlico, quercetina, reactivo Folin Ciocalteu, sulfato ferroso, glutatiéon, dcido
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tiobarbitirico (TBA), albumina bovina, L-Glutation reducido (GSH), 24
dinitroclorobenzeno (CDNB), acido etilendiaminotetraacético, (EDTA), acido 5,5°-
ditiobis -2-nitrobenzoico (DTNB), 4cido tricloroacético (ATC) y pirogalol fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. Los reactivos carbonato de sodio, cloruro de aluminio,
acetato de sodio, acido acético, etanol, fosfato monosddico, fosfato disédico, tris HCI,

trizma base, dcido clorhidrico y peréxido de hidrégeno fueron comprados a la casa

Merck.

3.2.2 Equipos:

Centrifuga refrigerada Sorvall modelo RC2-B, espectrofotémetro Genesys 10S Vis
Thermo Scientific, estufa Kerlab, centrifuga Greetmed, centrifuga PowerSpin BX,
balanza analitica Sartorius, refractometro ATAGO, molino eléctrico comercial y baio

maria Tomos CDK-S22.

3.2.3 Recoleccion de muestra:

Se adquirié 500 gramos de la planta entera de Gentianella nitida en el mercado “27 de
Octubre” San Juan de Lurigancho en el mes de Junio del 2012, de acuerdo a la
informacién oral su origen de la planta fue del distrito de Ulcumayo, provincia Junin,

departamento de Junin. La muestra fue identificada y depositada en el Museo de Historia
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Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos con el codigo de herbario:

USM 283720 (anexo 4).

3.2.3.1 Secado y molienda:

La planta entera fue lavada con agua de griferia y con agua destilada, secada en estufa a

37°C hasta peso constante y posteriormente molida.

3.2.3.2 Preparacion del extracto acuoso de Hercampuri

Se pes6 20 g de planta seca y se prepard un extracto al 4% p/v en agua bidestilada,
mediante coccion durante 15 minutos, luego se enfri6 a temperatura ambiente, se filtré
en gasa. El extracto obtenido se centrifugé a 10 000 g por 15 minutos a 4°C (Sorvall
modelo RC2-B®), el sobrenadante fue filtrado en papel Whatman N° 1 y luego llevado a
estufa a la temperatura de 37°C hasta sequedad. Se obtuvo 5,4 g de extracto seco
(s6lidos solubles) y se resuspendi6 en 60 mL de agua bidestilada, finalmente se
distribuy6é en tubos coénicos de 8 ml y se guardé a -20°C, este extracto preparado

constituyé la muestra para todos los andlisis fisicoquimicos y bioquimicos (anexo 5).
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3.2.4 Caracterizacion fisicoquimica

Se determind los siguientes pardmetros fisicoquimicos de:

3.2.4.1 Densidad aparente:

Esta referida al peso de 1 mL del extracto preparado, para ello se midi6 un mililitro y se
pesé en una balanza analitica (Sartorius® 220 g, d= 0,1 mg). La determinacion se hizo

por triplicado.

3.2.4.2 Masa seca o materia seca (ms):

Se determiné por diferencia del peso del recipiente con un 1 mL de extracto (llevado a
sequedad en una estufa a 37°C hasta peso constante) y el peso del recipiente vacio. Se
us6 una balanza analitica (Sartorius® 220 g, d= 0,1mg). La determinacién se hizo por

triplicado.

3.2.4.3 Solidos solubles (ss):

Se determind por triplicado mediante refractometria. Se us6 300 uL del extracto y se
llevo a lectura en un refractometro (ATAGO ®), rango de medida: Brix 0.0 — 85.0 %. 1

°Brix corresponde a 1 gramo de azicar en 100 gramos de solucidn.
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3.2.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante

Se determiné la capacidad antioxidante in vitro del extracto acuoso de la planta entera

mediante las siguientes pruebas:

3.2.5.1 Método de DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo):

La técnica que se utilizé fue segin Brand Williams, Cuvelier, & Berset (1995) se basa
en decoloracion del radical DPPH’ por la presencia de antioxidantes. El radical DPPH" es
un compuesto sélido de color purpura y presenta un electrén desapareado, cuando este
radical libre se estabiliza frente a un antioxidante se decolora hasta quedar de color
amarillo pdlido. La disminuciéon de la absorbancia a 517 nm es directamente

proporcional a la capacidad antioxidante.

Se prepar6 la solucién stock de DPPH a 36mg% y se diluy6 hasta una absorbancia de

0,6 + 0,02.

Se realiz6 diluciones del extracto acuoso de Gentianella nitida hasta obtener
concentraciones de 0,045 a 0,225 mg/mL. Se emple6 como estandar el dcido ascérbico,

la curva se prepar6 con concentraciones de 2,4 a 10,4 ug/mL. (anexo 6)

Luego con las diluciones del extracto acuoso y las concentraciones del estdndar

preparadas se procedid a realizar el protocolo de trabajo.
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TUBO BLANCO ACIDO ASCORBICO EXTRACTO
TUBOS
(uL) (uL) (uL)
SOLVENTE DE
EXTRACTO 400 - -
ACIDO ASCORBICO 400

EXTRACTO - - 400
DPPH 800 800 800

Se mezcld y se dejo reposar por 30 minutos en oscuridad y luego se realizé la lectura a

517 nm en el espectrofotoémetro.

Los resultados se expresaron en Capacidad Antioxidante Equivalente al 4cido ascérbico

(AAEAC-DPPH). También se calcul6 el IC50 (ug de solido soluble/mL). Este valor

corresponde a la concentracion del extracto que reduce en un 50% la absorbancia de una

solucion metandlica de DPPH de lectura inicial 0,6 + 0,02.

3.2.5.2 Método de ABTS (dcido 2,2- azinobis-3-etil benzotiazolina-6-sulfonico):

Segtn la técnica de Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang, & Rice — Evans (1999)

se fundamenta en la decoloraciéon del radical cation ABTS™ (2,2- azinobis-3-

etilbenzotiazoline-6-sulfonato). Para la formacién del radical ABTS™ se prepard una
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solucién etandlica stock de ABTS 7 mM se afiadio persulfato de potasio para una
concentracion final de 2.45 mM. Se dej6 reaccionar durante 12 — 16 horas en oscuridad a
temperatura ambiente. En presencia de un agente antioxidante se produce una

decoloracién del compuesto y por tanto la disminucién de la absorbancia.

Se usé como estdndar el Trolox prepardndose una curva con concentraciones de 50 a

200 pg/mL. (anexo 7)

Se preparé diluciones del extracto acuoso de Gentianella nitida hasta obtener

concentraciones de 0,5 a 2,3 mg/mL.

Luego con las diluciones del extracto acuoso y las concentraciones del estidndar

preparadas se procedi6 a realizar el siguiente protocolo de trabajo.

TUBO TUBO BLANCO (uL) TROLOX (uL) EXTRACTO (uL)
SOLVENTE DE EXTRACTO 20 : .
TROLOX - 20 -
EXTRACTO - - 20

ABTS"® 980 980 980
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Se mezcld y se dejo reposar por 7 minutos en oscuridad y luego se realiz6 la lectura a

734 nm en un espectrofotémetro.

Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion de la formacion de radicales

ABTS y en Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC-ABTS).

3.2.5.3 Método FRAP (Poder antioxidante de la reduccion del ion férrico):

Segin Benzie & Strain (1996) se fundamenta en que la forma férrica del complejo
hierro-tripiridiltriazina (Felll-TPTZ) se reduce a su forma ferrosa (Fell-TPTZ) en

presencia de antioxidantes.
Preparacion de la solucion de trabajo FRAP:
Reactivo A: Buffer acetato 300 mM pH3.6

Reactivo B: 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM preparado en solucién del HCI
40 mM

Reactivo C: Solucion FeCls 20 mM

Se prepar6 en la proporciéon 100:1:1 (Reactivo A: Reactivo B: Reactivo C), la mezcla se

prepar6 en el momento.

Se prepar6 diluciones del extracto acuoso de Gentianella nitida hasta obtener

concentraciones de 0,18 a 0,90 mg/mL.

Se prepar6 una curva de FeSOs4 a concentraciones de 100 a 750 uM, se usé como

antioxidante el dcido ascérbico a concentraciones de 100 a 300 uM. (anexo 8)
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Luego con las diluciones del extracto acuoso y las concentraciones del estidndar

preparadas se procedid a realizar el protocolo de trabajo siguiente.

TUBOS TUBO BLANCO FeSO4 ACIDO ASCORBICO EXTRACTO
(uL) (uL) (uL) (uL)
SOLUCION FRAP 950 950 950 950
FeSOq4 - 50 - -
ACIDO - - 50 -
ASCORBICO
EXTRACTO - - - 50
AGUA 50 - - -
BIDESTILADA

Se mezcld y se dejé reposar por 10 minutos y luego se realiz6 la lectura a 593 nm en un

espectrofotometro.

Los resultados se expresaron en pmol equivalente FeSO4 por g sélido soluble y pmol

equivalente AA por g s6lido soluble.
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3.2.6 Determinacion de metabolitos fenélicos

3.2.6.1 Fenoles Totales:

Se cuantifico por el método de Singleton, Orthofer, & Lamuela-Ravent6s (1999) usando
el reactivo Folin Ciocalteau, se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con

agentes oxidantes.

Fundamento: el cardcter reductor (antioxidante) de los polifenoles permite la donacién
secuencial de electrones a la mezcla de acidos fosfowolfrdmico y fosfomolibdico en
medio bésico, que al reducirse forma 6xidos azules de wolframio (WsO23) y molibdeno

(MosO23).

Se prepar6 diluciones del extracto acuoso de Gentianella nitida hasta obtener

concentraciones de 0,18 a 1,2 mg/mL.

Se usé el 4cido gdlico como estindar para preparar una curva patrén con

concentraciones de 10 a 75 ug/mL. (anexo 9)

Luego con las diluciones del extracto acuoso y las concentraciones del estdndar

preparadas se procedi6 a realizar el siguiente protocolo de trabajo.
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TUBO TUBO BLANCO (uL) ACIDO GALICO (uL) EXTRACTO (uL)
ACIDO GALICO - 100 -
EXTRACTO - - 100
AGUA BIDESTILADA 100 - -
FOLIN — CIOCALTEU 150 150 150

MEZCLAR BIEN Y LUEGO DE 5 MINUTOS

Na,COs3 150 150 150

AGUA BIDESTILADA 600 600 600

Mezclar y dejar en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos, se realizaron las

lecturas a 760 nm.

La concentracién de fenoles totales del extracto se expresa en pug de equivalente de dcido

géalico (EAG) por mg de sdlido soluble.

3.2.6.2 Flavonoides:

El contenido de flavonoides se realiz6 a través de un ensayo colorimétrico propuesto por

Geissman (1956).
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Fundamento: Debido a su estructura, los flavonoides tienen la propiedad de quelar iones

1+3

metélicos como el Al™ y formar compuestos complejos que tienen absorbancia en la

region visible.

Se prepar6 diluciones del extracto acuoso de Gentianella nitida hasta obtener
concentraciones de 1,2 a 6,0 mg/mL. Se us6é como estdndar la quercetina y se prepard

una curva con concentraciones de 10 a 100 pg/mL. (anexo 10)

Luego con las diluciones del extracto acuoso y las concentraciones del estdndar

preparadas se procedi6 a realizar el protocolo de trabajo siguiente.

TUBOS TUBO BLANCO (uL) QUERCETINA (uL) EXTRACTO (uL)
QUERCETINA - 100 -
EXTRACTO - - 100
AlICl: 100 100 100
ETANOL 900 800 800

Mezclar y dejar en reposos por 30 minutos a temperatura ambiente, luego se realizé las

lecturas a 432 nm.

La concentracién de flavonoides totales del extracto se expresa en pug de equivalente de

quercetina (EQ) por mg de sélido soluble.
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3.2.7 Ensayos bioquimicos in vivo

3.2.7.1 Modelo experimental para el estudio del efecto hepatoprotector del
hercampuri:

Se trabajo con 24 ratas albinas Holtzman hembras de 2 meses obtenidas del Instituto
Nacional de Salud, de peso 180 - 200 gramos, colocadas en jaulas individuales en
condiciones controladas (23 + 2°C, fotoperiodo de 12 horas), alimentadas con alimentos
para ratas de la Universidad Nacional Agraria la Molina y agua ad libitum, con un
periodo de adaptacion de una semana, seleccionadas aleatoriamente para formar los

grupos experimentales.

Disefio experimental: Se formaron 4 grupos experimentales (n= 6). El grupo
experimental paracetamol fue sometido a una dosis 300mg/kg de peso de paracetamol

durante 4 dias. Se us6 la via orogdstrica para las ratas de los cuatro grupos.

3.2.7.2 Grupos:

Grupo Control: se le administré 1,0 mL de agua destilada por 11 dias.

Grupo paracetamol: se le administré 1,0 mL de agua destilada por 7 dias y luego
continud con la administraciéon durante 4 dias de paracetamol a una dosis de 300 mg/kg

de peso corporal.

Grupo silimarina: se le administré una dosis de SILIMARINA de 50 mg/kg de peso
corporal durante 7 dias y luego se continué con la administracién de paracetamol a una

dosis de 300 mg/kg de peso corporal por 4 dias.
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Grupo Gentianella nitida: recibieron extracto acuoso de Hercampuri de 200 mg/kg de
peso corporal por 7 dias, y luego se continué con la administracién de paracetamol a una

dosis de 300 mg/kg de peso corporal por 4 dias.

Terminado el tratamiento experimental, las ratas en un estado de ayuno de 8 horas
fueron anestesiadas usando éter etilico, y luego sacrificadas siguiendo las normas éticas

para el uso de animales de laboratorio.

3.2.7.3 Aspectos éticos

En el presente estudio para el uso de los animales de experimentacion ratas hembras
albinas Holtzman, se tuvo en consideracion el titulo IV: de la Experimentacion e
Investigacién y la Docencia, de la Ley N° 11794-2000, Ley Peruana de proteccién a los

animales domésticos y a los animales silvestres mantenidos en cautiverio.

3.2.7.4 Procesamiento para la obtencion de muestra bioldgica:

Todo el procedimiento se realizé a una temperatura 4°C. Se sacrificé a las ratas hembras
albinas con éter, se realiz6 una perfusion in vivo con NaCl al 0,9%, luego se extrajo el
higado y se deposité en un vaso que contenia NaCl al 0,9% en bafio de hielo. Se peséd
1,5 g de tejido hepatico, se corté finamente con unas tijeras y se homogenizé en un

homogenizador de vidrio tipo Potter- Elvehjem con émbolo de tefléon. Se prepar6 un
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homogenizado al 10% en buffer fosfato de sodio 50 mmol/L pH 7.4. Se centrifugé a
12 000 g por 15 minutos a 4°C (Sorvall modelo RC2-B®) se elimind el precipitado y se

trabajo con el sobrenadante postmitocondrial.

3.2.7.5 Pardmetros bioquimicos del estudio experimental:

3.2.7.5.1 Determinacion de Catalasa:

El ensayo consiste en la descomposicion del H20: hasta agua, observdndose
decrecimiento en la absorbancia a 240 nm. La reaccién se realiz6 en buffer fosfato 50
mM a pH 7,0 y se midi6 durante 3 minutos. La diferencia de absorbancia por unidad de

tiempo es la medida de la actividad de catalasa. (Aebi, 1984)

Una unidad de catalasa (U) equivale a la cantidad de enzima que cataliza la
descomposicion de un micromol de peroxido de hidrégeno por minuto, bajo las

condiciones de ensayo. Se usé el coeficiente de extincién (g240) = 39,4 M. cm’!.

Muestra: para la medicion de la actividad, se realiz6 una dilucion 1/1000 del

homogenizado de higado al 10%.

El per6xido de hidrégeno preparado en el mismo buffer de diluciéon tuvo una
concentracion de 30 mM y se prepar6 antes de realizar la prueba para evitar su

descomposicion.

En la cubeta de 1 mL se agregé la muestra diluida en buffer y se puso a bafio maria a
30°C, luego se coloco en el espectrofotémetro y se agreg6 el peréxido de hidrégeno en
una relacion 2:1 (muestra/peréxido) inmediatamente se procedid a realizar la lectura a

240 nm en el espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis. Segin la siguiente férmula:
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U (umol/min) = A Absorbancia/min x volumen total (mL) x factor de dilucién

e M .cm™) x longitud de la cubeta (cm) x volumen de muestra (mL)

Los resultados fueron expresados en U/mg de proteina.

3.2.7.5.2 Determinacion de Superoxido dismutasa:

Este método se mide la actividad de la superéxido dismutasa mediante la inhibicién de
la autooxidacién del pirogalol a pH alcalino con formacién del radical superéxido,
proceso que se mide a 420 nm. Esta reaccion sigue una cinética lineal y es inhibida por

SOD. (Marklund & Marklund, 1974)

Muestra: para la medicion de la actividad, se realizé una dilucion 1/5 del homogenizado

de higado al 10%.

En la cubeta de 1 mL se colocé 950 uL de buffer tris HCI 0,05 M, a pH 8,2, se anadi6 50
uL pirogalol 2 mM, produciéndose un cambio de absorbancia de 0,02 +/- 10% por
minuto, leido en el espectrofotémetro a una longitud de onda 420 nm. Para la lectura de
las muestras, se colocé una cantidad de homogenizado al 10% que disminuyera el
cambio de absorbancia a la mitad. Una unidad SOD es igual al 50% del cambio de

absorbancia del pirogalol por minuto. Segun la siguiente férmula:
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Actividad SOD = Ao- At /50% x  volumen total (mL) x factor de dilucién

Ao volumen de muestra (mL)

Los resultados se expresaron en U/mg de proteina.

3.2.7.5.3 Determinacion de Glutation S-transferasa:

La actividad de la enzima se determina espectrofotométricamente a 340 nm mediante la
medicién de la formaciéon del conjugado de glutation (GSH) y 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB). Se usé el coeficiente de extincién (e340) = 9,6 mM™. cm™.

(Habig & Jakoby, 1981)

Muestra: para la medicion de la actividad, se realiz6 una diluciéon 1/100 del

homogenizado de higado al 10%.

En la cubeta de 1 mL se colocé 680 uL de buffer fosfato de sodio 0,1M, pH 6,5, se
afiadi6 40 uL GSH 20mM y 40 uL. CDNB incubar 1 minuto a 30°C; luego se afiadi6 40
uL de muestra y se ley6 en el espectrofotdmetro a una longitud de onda 340 nm por 4

minutos. Segun la siguiente férmula:

U = A Absorbancia/min x volumen total (mL) x factor de dilucién

c.e.m (mM'.cm™) x longitud (cm) x volumen de muestra (mL)

Los resultados se expresaron en U/mg de proteina.



42

3.2.7.5.4 Determinacion de Glutation reducido:

Con ligeras modificaciones, se midié los niveles de glutation mediante el método
quimico con DTNB (acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico)) que reacciona

especificamente con los grupos sulthidrilo. (Boyne & Ellman, 1972)

Muestra pre tratada: Se midié 950 uLL de homogenizado y se le afiadié 50 uL de dcido
tricloroacético (ATC) al 100%; se agit6 y se llevd a centrifugacién por 8 minutos a 15

000 g.

Luego se colocé 200 pL de sobrenadante en un tubo de ensayo, se incub6 a 67°C por
cinco minutos, al enfriar se agregd 200 uL. de DTNB. Se ley6 a 412 nm. Los resultados

se expresaron en pmol/ mg de proteina. Segun la siguiente férmula:

[Glutatién (umol/mL)] = Fc x Absorbancia de la muestra

Volumen real de la muestra

Fc = el promedio del factor de calibracion del estdndar.

Fc = [estandar (umol)]

Absorbancia del estandar
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3.2.7.5.5 Determinacion de Lipoperoxidacion: (TBARs)

La determinacién se basa en medir el contenido de malondialdehido (MDA) que al
reaccionar con el TBA (acido tiobarbitirico) forma un complejo coloreado que se lee a
535 nm. La concentraciéon de MDA, es proporcional a los 4cidos grasos poliinsaturados
oxidados y por lo tanto es un buen indicador de peroxidacion lipidica, el color de la
reaccién es rosada. El coeficiente de extincién molar 1,56 x 10° M cm!. (Buege &

Aust, 1978)

Luego de prepararse el homogenizado 10% se procedié a realizar el protocolo de

trabajo.
TUBOS TUBO BLANCO (mL) HOMOGENIZADO 10% (mL)
AGUA DESTILADA 0,3 -

HOMOGENIZADO 10% - 0,3

TCA 20% 0,6 0,6

BANO MARIA 10 MINUTOS A 100°C
ENFRIAR CON AGUA HELADA

TBA 0,67% en HCL 0,25N 0,9 0,9

BANO MARIA 30 MINUTOS A 100°C

ENFRIAR CON AGUA HELADA
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Luego se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos, se separ6 el sobrenadante y se llevo a

lectura a 535 nm. Segun la siguiente férmula:

[Lipoperoxidacién (umol)] = Absorbancia de la muestra — Absorbancia del blanco

c.e.m(M! cm™) x longitud de la cubeta (cm) x vol. de la muestra x_factor de dilucién

Los resultados se expresaron pmol TBARs/mg de proteina.

3.2.7.5.6 Determinacion de Proteinas totales:

Se basa en la reaccion de los iones de cobre con los enlaces peptidicos en medio
alcalino formandose enlaces de coordinacién, en este complejo formado, los grupos OH
reducen el reactivo de Folin dando un color azul. (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall,

1951)

Se us6 como estandar la albumina bovina preparandose una curva con concentraciones

de 0,05 a 1,2 mg/mL.

Para la medicion de las proteinas totales, se realiz6 una dilucion 1/20 del homogenizado

de higado al 10%, luego se procedioé a realizar el siguiente protocolo de trabajo.
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TUBO BLANCO ALBUMINA HOMOGENIZADO 10%
TUBOS
(uL) (uL) (uL)
AGUA DESTILADA 40 - -
ALBUMINA 40 -
MUESTRA DILUIDA - - 40
TAMPON ALCALINO 400 400 400
REACTIVO CUPRICO 160 160 160
Mezclar y dejar en reposo 5 minutos
REACTIVO FOLIN
300 300 300
CIOCALTEU

Se deja en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente, luego se lleva a leer al
espectrofotémetro a 700 nm.

[Proteinas totales (mg/mL)] = Estdndar de P.T x Absorbancia de la muestra x factor de dilucién

Absorbancia del Estandar

Los resultados se expresaron en mg/mL.



46

3.3 Analisis estadisticos

Los resultados de la evaluacién del extracto se presentan como promedio, desviaciéon
estdndar de 3 determinaciones independientes. Los resultados del disefio experimental
no presentd una distribucién normal, se aplicé prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, y
como prueba pos hoc Mann Whitney. La significancia estadistica serd considerada con

el p < 0,05. Se utiliz6 el programa estadistico STATA12.
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4 CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Del extracto de Gentianella nitida

4.1.1.1 Caracterizacion fisicoquimica

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de Gentianella
nitida puede observarse que la densidad aparente es ligeramente superior a la densidad

del agua (tabla 2).
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Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de Gentianella nitida.

X + DS
Densidad aparente (g/mL) 1,032 + 0,017
Materia seca (mg/mL) - Gravimetria 76,6 + 1,55°
Sélido soluble (mg/mL) - Refractometria 81,6 = 0,06*

a: p =0,005

4.1.1.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante

En la evaluacion de la capacidad antioxidante, el 1Cso, mediante la técnica de DPPH
tuvo un valor de 145 + 2,5 ug/mL (figura 6) y mediante la técnica de ABTS 1,49 + 0,05
mg/mL (figura 7), observandose una mejor capacidad antioxidante con el método que se
basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil frente al radical catiénico de
ABTS*. Las sustancias estdndares dcido ascorbico en la prueba con DPPH, tuvo un ICso
de 8,88 £ 1,1 ug/mL y del Trolox en la prueba con ABTS* el IC50 fue de 149,1 £+ 6,8
pg/mL.

Otra prueba realizada es el poder antioxidante de la reduccién del i6n férrico (FRAP) a

diferentes concentraciones de extracto. (figura 8).
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Con respecto al contenido de los metabolitos secundarios fendlicos (tabla 3) se observo
que el contenido de flavonoides corresponde al 18% de fenoles totales cuando es

expresado en unidades de masa y al 10% cuando es expresado en unidades quimicas.
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Figura 6. El extracto de Gentianella nitida frente al radical libre estable de DPPH
para determinar el ICso. (517nm)
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Figura 7. Gentianella nitida frente al radical libre ABTS para determinar el 1Csy.
(734nm)
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Figura 8. Capacidad reductora del hierro férrico de Gentianella nitida.
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Tabla 3. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de Gentianella nitida.

CAPACIDAD CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE TOTAL  ANTIOXIDANTE TOTAL

(ng/mg) (umol/mL)
X + DS X + DS

DPPH 56+6,7 ! 28,6 +3,4!

ABTS 87,7+3,02 31,5+ 1,12

FRAP 98,5 +6,5° 574 +3,13

FENOLES TOTALES 658+2,14 348+ 1,14
FLAVONOIDES 11,7+0,85 3,5+0,2°

TAAEAC-DPPH: Capacidad antioxidante equivalente a 4cido ascérbico; TEAC-
ABTS: Capacidad antioxidante equivalente a trolox; *AAEAC-FRAP: Capacidad
antioxidante equivalente a 4cido ascérbico; *EAG: Equivalente a 4acido galico; EQ:
Equivalente a quercetina.

Los resultados de coeficiente de correlacion de la capacidad antioxidante con las tres
técnicas aplicadas frente al contenido de metabolitos secundarios fenélicos muestran un

valor de r cercano a la unidad en todos los casos (tabla 4).
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Tabla 4. Coeficiente de Correlacion de Pearson (r) del extracto acuoso de
Gentianella nitida.

FENOLES TOTALES FLAVONOIDES
DPPH 0,974 0,953
ABTS 0,984 0,963
FRAP 1,000 0,994

X= técnicas antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP); Y= fenoles totales o flavonoides

4.1.2 Pardmetros bioquimicos del estudio experimental

El organismo vivo dispone de una serie de sistemas antioxidantes para mantenerse en
equilibrio frente a los radicales libres. Y en el presente trabajo se determind algunas de
las enzimas antioxidantes intracelulares como: catalasa, superoxido dismutasa Yy
glutatiéon S-transferasa, y otros antioxidantes no enzimaticos como el glutation.

4.1.2.1 Determinacion de la actividad especifica de la Catalasa

En los resultados de la figura 9 se observa una tendencia al aumento de la actividad
especifica de la catalasa en el grupo paracetamol, sin embargo estadisticamente no es
significativa. .
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Figura 9. El Efecto de Gentianella nitida en la actividad de la catalasa en
homogenizado de higado. (p= 0.3086)

4.1.2.2 Determinacion de la actividad especifica de la Superoxido dismutasa

El andlisis estadistico de los resultados que se muestran en la figura 10, corresponde a la
actividad especifica de la SOD y tiene diferencia significativa. En el anélisis por pares,
la diferencia se establece por la actividad disminuida en el grupo paracetamol.
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Figura 10. El Efecto de Gentianella nitida en la actividad de la superéxido
dismutasa en homogenizado de higado. (p=0.0215)
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Los resultados de las actividades especificas de las enzimas que tiene a las ROS como
sustratos, SOD y catalasa en los grupos experimentales muestran que el extracto de
Gentianella nitida conserva un balance SOD/CAT muy cercano al grupo control (tabla
5), puede observarse que se produce un menor desbalance en la induccién de
hepatotoxicidad frente al paracetamol.

Tabla 5. Resultados de la actividades especificas de las enzimas Catalasa y
Superoxido dismutasa.

CATALASA SOD % Balance

(U/mg prot) (U SOD/mg prot) Relacion de la
GRUPOS Promedio| DS |Promedio| DS SOD/CAT Slgg/c(i;(j;l'r
CONTROL 145.4 9.4 50.9 7.8 0.35 100
PARACETAMOL 164.8 21.8 37.6 3.2 0.23 58
SILIMARINA 146.4 28.7 43.3 1.0 0.30 84
Gentianella nitida 137.6 15.7 43.8 3.0 0.32 91

4.1.2.3 Determinacion de la actividad especifica de la Glutation S-transferasa

Otra enzima antioxidante importante es la glutation transferasa cuya actividad se observa
en el grafico siguiente:

2,200
1

2,000
L

-

1,800

T

L

control paracetamol silimarina Gentianella nitida

1,600

1,400

Glutation S Transferasa (U/mg de proteina)

L

1,200

Figura 11. El Efecto de Gentianella nitida en la actividad de la Glutation S
transferasa en homogenizado de higado. (p=0.0122)
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4.1.2.4 Determinacion de los niveles de Glutation reducido

En la figura 12 podemos observar la diferencia significativa de las medianas entre los
grupos en la determinacién de los niveles de glutatiéon reducido.
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Figura 12. El Efecto de Gentianella nitida sobre los niveles de glutation reducida en
homogenizado de higado. (p=0.0074)

4.1.2.5 Determinacion de Lipoperoxidacion

Los resultados de este indicador se observa en la siguiente figura:
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Figura 13. El Efecto de Gentianella nitida en la lipoperoxidacion en homogenizado
de higado. (p=0.0205)
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4.1.2.6 Determinacion de Proteinas totales

Las medianas entre los grupos estadisticamente no son significativas en la determinacién

de proteinas totales, tal como se observa en la figura 14.

| T

Proteinas Totales mg/ml

L
. 1

control paracetamol silimarina Gentianella nitida

Figura 14. El Efecto de Gentianella nitida en las proteinas totales en homogenizado
de higado. (p=0.6547)

4.2 DISCUSION

Los estudios en Gentianella nitida en nuestro pais son escasos y mds aun sobre las
propiedades fisicoquimicas. Los resultados obtenidos sobre densidad aparente, materia
seca y sOlidos solubles son, de acuerdo a la literatura revisada, iniciales por lo que los

datos reportados contribuyen a incrementar la informacion sobre esta planta.
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En la tabla 2 se observa una diferencia significativa entre los valores de materia seca y
sOlidos solubles. Si bien estos pardmetros suelen ser equivalentes cuando se trata de
soluciones transparentes, en este caso el extracto tenia un aspecto homogéneo pero con

ligera turbidez lo que explicaria un mayor valor cuando se determina por refractometria.

La capacidad antioxidante total del extracto acuoso de Gentianella nitida tiene un ICso
de 145 pg/mL + 2.5, frente al radical DPPH (figura 6). Con esta misma técnica Lock et
al. (2005) demostraron que el extracto etandlico de Gentianella nitida tiene un 1Cso
13,70 ug/mL. Como en el caso comparado con la extraccion de polifenoles, el uso de un
solvente orgdnico puede haber facilitado una mayor extracciéon de metabolitos con
capacidad antioxidante. Sin embargo, en el estudio de Nikolova et al. (2014) en extracto
metandlico la Gentianella bulgarica el valor fue ICso 422 ng /mL. Se observa que el
extracto acuoso de Gentianella nitida a pesar de tener un menor contenido de polifenoles
(tabla 3) exhibe una mejor capacidad antioxidante comparado con el extracto metandlico
de Nikolova et al. Considerando que el solvente metandlico es ademds téxico puede
postularse que el extracto acuoso seria un medio mdas adecuado de extraccion y es la

forma como tradicionalmente se usa.

Otros productos naturales estudiados por su capacidad antioxidante y su contenido de
polifenoles son la ufia de gato, el maiz morado y el yacén. Los extractos
hidroalcohdlicos de estos recursos también han sido enfrentados con el radical DPPH,
mostrando resultados de ICso para la ufia de gato de 12,05 + 0,47 ug/mL, para el maiz
morado 28,89 + 0,81 ug/mL y para el yacén de 64,52 + 0,66 pg/mL segtin Doroteo et al.
(2013), estos resultados expresan una mejor capacidad antioxidante que el extracto
acuoso de Gentianella nitida. Este menor valor de ICso podria explicarse por el medio de
extraccion usado, entendiéndose que la mezcla de solventes puede favorecer una mayor

extraccion de metabolitos secundarios con actividad antioxidante.

Segun A.A. Al-Laith et al. el extracto alcohdlico de la planta Emex spinosus tuvo de
AAEAC- DPPH 0,44 mg/g materia seca y fenoles totales 167,485 mg EAG/100 g

materia seca compardandola con la Gentianella nitida que tuvo AAEAC- DPPH 59,65
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mg/g materia seca y fenoles totales fue 7007,7 mg EAG/ 100 g materia seca. Con estos
datos observamos que la Gentianella nitida tiene mayor contenido de fenoles totales por

lo tanto mayor capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante total, expresado en TEAC-ABTS, del extracto acuoso de
Gentianella nitida fue 3,15 + 0,11 mmol trolox/100mL (tabla 3), comparado con el
estudio de Berlowski et al. (2013) en el que reporté que la infusién del Geranium
dielsianum tuvo un valor de TEAC-ABTS de 0,645 + 0,027 mmol trolox/100mL y el de
Uncaria tomentosa de 0,513 + 0,061 mmol trolox/100mL, Gentianella nitida muestra

una mejor capacidad antioxidante.

Al comparar los valores de ICso del extracto en estudio con el ICso de la vitamina C
(8,88 png/mL) en la técnica con DPPH y con el ICso del trolox (149,1 pg/mL) en la
técnica con ABTS, se observa que las moléculas de referencia tienen una capacidad
antioxidante alrededor de quince y diez veces mayor que Gentianella nitida,
respectivamente. Es explicable el resultado teniendo en cuenta que la sustancia de
referencia es un compuesto puro y la muestra ensayada es un extracto, el cual es una

mezcla de metabolitos secundarios con y sin actividad antioxidante.

La literatura para evaluar capacidad antioxidante con el ensayo FRAP de extractos para
el género Gentianella es escasa. Berlowski et al. (2013) aplicaron la técnica FRAP para
estudiar la capacidad antioxidante de 10 plantas medicinales del Peru, que incluyé a la
Gentianella alborosea. Los extractos se obtuvieron por infusiéon seguido de 10 horas de
reposo en oscuridad, los resultados mostraron los valores méas altos para Tiquilia
paronychioides 0,607 £ 0,022 mmol Fe/100mL, Geranium dielsianum 0,562 + 0,017
mmol Fe/100mL y de Uncaria tomentosa fue 0,507 + 0,016 mmol Fe/100mL. La
Gentianella alborosea no mostré una buena capacidad antioxidante, siendo el resultado
menor a 0,1 mmol Fe/100 mL. En el presente trabajo se obtuvo un resultado de 5,74 +
0,31 mmol Fe/100mL, lo que significa que Gentianella nitida exhibe una mejor

capacidad reductora en las condiciones de extraccion (figura 8).
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El contenido total de los polifenoles del extracto acuoso de Gentianella nitida tiene 65,8
mg/g + 2,1 (tabla 3), estudios reportados por Nikolova et al. (2014) sobre el extracto
metanodlico de la Gentianella bulgarica muestran un valor de 110,45 mg/g + 7,2. Este
mayor valor igualmente podria explicarse por la mezcla de solventes usado que puede

favorecer una mayor extraccion de metabolitos secundarios polifendlicos.

Comparando los datos reportados de capacidad antioxidante (ICso = 422 pg/mL) y su
contenido de polifenoles (110,45 mg/g) para la Gentianella bulgarica, con los datos de
capacidad antioxidante (ICso = 145 ug/mL) y el contenido de polifenoles (65,8 mg/g)
para Gentianella nitida, puede proponerse que esta dltima tendria mayor capacidad
antioxidante que la Gentianella bulgarica, aun cuando el contenido de polifenoles es
menor; puede sugerirse que estos metabolitos oxigenados muestran buena capacidad
antioxidante o tal vez el extracto puede contener otros metabolitos secundarios

diferentes que contribuyen a la actividad antioxidante.

Doroteo et al. (2013) han reportado los polifenoles totales de la ufia de gato (17,3 £ 0,01
mg/g), del maiz morado (33,2 * 3,40 mg/g) y del yacon (12,8 + 0,02 mg/g),
comparando estos resultados con el obtenido en el extracto acuoso de Gentianella nitida
(65,8 £ 2,1 mg/g ), esos extractos tienen una alta capacidad antioxidante aunque tengan

un menor contenido de polifenoles (tabla 3).

La capacidad antioxidante demostrada con DPPH, ABTS y FRAP puede deberse al
contenido total de polifenoles, esto se desprende de los elevados valores del coeficiente
de correlacion de Pearson que se observa en la tabla 4. Asimismo, puede decirse que la
capacidad reductora de hierro (FRAP) se deberia al componente flavonoide de los

polifenoles presentes en el extracto (anexo 11 - 16) que exhibe un R=0,994.

El extracto acuoso de Gentianella nitida exhibe capacidad antioxidante in vitro con las
tres técnicas aplicadas, contiene metabolitos secundarios fendlicos demostrado por los
fenoles totales y flavonoides. El comportamiento antioxidante guarda correlacién con el
contenido de compuestos fendlicos. Estos compuestos fendlicos actuarian

principalmente donando un 4tomo de hidrégeno y/o donando un electron.
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La capacidad antioxidante mostrada en los ensayos in vitro también puede observarse en
el modelo in vivo. Asi, los resultados obtenidos en la parte experimental muestran que el
extracto de Gentianella nitida modifica la actividad de algunas enzimas del sistema de

defensa antioxidante.

El modelo de hepatotoxicidad con acetaminofén pone en evidencia que las enzimas
antioxidantes relacionadas con ROS son modificadas, “la catalasa y la superéxido
dismutasa constituyen la defensa antioxidante principal de las células aerobias” segiin
Fridovich (1969) y se deberia observar aumento de su actividad como respuesta frente a
las especies reactivas de oxigeno. En el presente estudio, la actividad de la catalasa no
mostré un aumento significativo en el grupo paracetamol, sin embargo puede observarse

una tendencia notoria hacia el incremento (figura 9).

En el estudio de You et al.(2010) si se observd una disminucién significativa de la
actividad de la catalasa en el modelo de injuria hepética en raton inducida con etanol a
una dosis de S5g/kg peso corporal por dia durante 8 dias. La administraciéon de
Taraxacum officinale después del dafio consiguidé la recuperacién de la actividad

comparable con el grupo control.

La diferencia en los resultados en ambos estudios podria explicarse por diversos
motivos, como el agente injuriante, la naturaleza quimica del xenobidtico, la dosis
empleada y el tiempo de experimentacion. Por la naturaleza quimica, el etanol es una
molécula més sencilla y de fécil biodisponibilidad en comparacién del acetaminofén. La
dosis empleada del paracetamol fue un poco alejada de la dosis toxica que incluye
también el corto tiempo de tratamiento de 4 dias. Adicionalmente es importante
mencionar que la catalasa tiene un elevado km para el peréxido de hidrégeno (8 — 25
mM), razén por la que es dificil esperar una marcada disminucién debido a su gran

capacidad de reducir a esta ROS.

La actividad de la SOD exhibié diferencia significativa (p < 0,05) observandose
disminuida en el grupo paracetamol (figura 10), esta enzima puede ser inactivada por

concentraciones elevadas de per6xido de hidrégeno (Pigeolet, y otros, 1990). Se observo
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recuperacion de la actividad de la enzima en los grupos silimarina y Gentianella nitida
equiparable a la actividad de la enzima al grupo control. En el estudio de Abirami et al.
(2015) igualmente se observé una disminucién de la actividad de la SOD en el modelo
de dafio hepdtico con paracetamol en ratas inducida a una dosis de 2g/kg peso corporal
por dia, durante 7 dias. La administracion de hojas Citrus hystrix después del dafio

consigui6 la recuperacion de la actividad comparable con el grupo control.

Luego la administracion del extracto de Gentianella inicid la recuperacion de la
actividad de SOD en el modelo ensayado. Esta recuperacion también puede analizarse al
tomar los datos de la relacion SOD/CAT (tabla 5), mostrado que el grupo Gentianella
nitida es la que ha mantenido una relacién equivalente al 91% tomando como referencia

el balance del grupo control.

En la determinaciéon de la actividad glutation-S-transferasa se encontré diferencia
significativa (p < 0,05); el grupo paracetamol y silimarina se observd aumentada la
actividad de la enzima con respecto al grupo control y grupo Gentianella nitida (figura
11). No hay diferencia entre grupo control y Gentianella nitida, igualmente entre el
grupo de acetaminofén y el grupo silimarina. Se desconoce a que nivel esta protegiendo
Gentianella nitida para que la enzima asemeje su actividad al del control. En el grupo
silimarina sin embargo se observd modificada la actividad de la enzima elevada como el
grupo con acetaminofén, esta elevacion de la enzima se deberia a que tuvo que
conjugarse con el compuesto téxico NAPQI1 para su eliminacion. En el estudio de You
et al. (2010) si se observé una disminucién significativa de la actividad de la glutation-S-
transferasa del grupo con etanol a una dosis de 5g/kg peso corporal por dia, durante 8
dias en ratones, y el grupo al que se le administré Taraxacum officinale después del
dafio hepético, la enzima recuper6 la actividad semejdndose al grupo control. A ambos
estudios se diferencian en la actividad de la enzima porque el modelo de dafio hepético

es diferente, por lo tanto la detoxificacién también.

En la determinacion del glutatién reducido se encontrd diferencia significativa (p <

0,05), en el andlisis por pares se observé niveles disminuidos del tripéptido en el grupo
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paracetamol y en el grupo Gentianella nitida (figura 12), en comparacion con el grupo
control y el grupo silimarina. La disminucién de los niveles de glutation podria
explicarse si la actividad de la glutatién peroxidasa estuviera catalizando inicialmente la
reduccién del peréxido de hidrégeno donde el GSH es el cosustrato de esta enzima. De
acuerdo al resultado obtenido en la actividad de catalasa, donde no se observo
diferencias significativas, puede proponerse entonces que la reduccién del peréxido de
hidrégeno via glutatién peroxidasa seria la ruta principal o inicial de la detoxificacion.
Lo mismo se observd en el estudio de Hassan et al. (2010) wuna disminucién
significativa de la concentracion del glutation reducido en el modelo de dafio hepético
con nitrosamina (0,05%) en el agua de beber y a la vez clorpromazina a una dosis de 1,7
mg/kg de peso por dia durante 8 dias por tubo géastrico en ratas machos; la
administraciéon de Cichorium intybus L. después del dafio hepdtico consiguié la

recuperacion de la concentracion del glutation reducido.

Otro indicador del estrés oxidativo es el estudio de TBARS que es principalmente a
nivel de membranas celulares, la lipoperoxidacion llevada a cabo por especies reactivas
de oxigeno causan dafio celular y destruccion de membranas. En la determinacién de la
lipoperoxidaciéon se encuentra diferencia significativa (p < 0,05), la significancia se
encuentra entre el grupo silimarina y los otros tres grupos (figura 13). Los resultados
casi homogéneos en los grupos control, grupo paracetamol y grupo Gentianella nitida
(figura 4) se podria explicarse por la concentracién de la dosis o tal vez el dafio estd a
otro nivel del proceso de peroxidacién lipidica (formacién de més dienos conjugados).
Los datos en el estudio de Zakaria Hamza, R y Salem Al-Harbi, M (2015) se observo un
aumento significativo de la lipoperoxidacion en el modelo de dano hepético en ratones
machos inducido con acetaminofén a una dosis de 2g/kg de peso corporal por dia
durante 30 dias. En el grupo administrado con silimarina y Nigella sativa se observa una
disminucén en la lipoperxidacion semejandose al grupo control, entonces hubo
proteccion frente a los radicales libres. Hay factores que explican la diferencia en los

resultados en ambos estudios como la dosis utilizada y el tiempo de experimentacion.
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Se observé que las proteinas totales no tiene diferencia significativa: el grupo control,
grupo paracetamol, el grupo silimarina y el grupo Gentianella nitida todos tuvieron la

misma concentracion (figura 14).

Todos los indicadores evaluados in vitro e in vivo conllevan a demostrar que la planta
Gentianella nitida tiene propiedades antioxidantes que validarian el uso tradicional de

los pobladores para problemas hepaticos.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Gentianella nitida exhibe buena capacidad antioxidante in
vitro con las tres técnicas aplicadas: DPPH, ABTS y FRAP, y contiene
metabolitos secundarios polifendlicos que guardan correlacion con la capacidad

antioxidante in vitro.

El extracto acuoso de Gentianella nitida evita la disminucién de las actividades
de enzimas antioxidantes hepaticas frente a un dafio de los ROS producidos por
el paracetamol especialmente en la actividad de la SOD y en la relacion
SOD/CAT. El extracto acuoso de Gentianella nitida ejerce efecto
hepatoprotector a nivel de la detoxificacion 1I del paracetamol expresado en la

actividad de la glutatién S-transferasa.

El extracto acuoso de Gentianella nitida no influy6 sobre la lipoperoxidacion, sin

embargo hay agotamiento en el glutation reducido.
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ANEXOS

Anexo 1. Planta Gentianella nitida.

Anexo 2. Raiz, tallo y flores de Gentianella nitida.
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“Afo de la Integracién Nacit lyelr imiento de Nuestra Biodiversidad"

CONSTANCIA N° 188-USM-2012

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 (planta completa), recibida de Kelly Nora CARBONEL
VILLANUEVA, estudiante de Maestria en Bioquimica de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Mayor San Marcos; ha sido estudiada y clasificada
como: Gentianella nitida (Griseb.) Fabris vy tiene la siguiente posicion
taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: GENTIANALES
FAMILIA: GENTIANACEAE
GENERO: Gentianella
ESPECIE: Gentianella nitida (Griseb.) Fabris

Nombre vulgar: “Hercampuri”
Determinada por: Dra. Haydeé Montoya Terreros (Susy Castillo R.)

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

Fecha, 10 de Julio de 2012
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Anexo 3. Clasificacion de Gentianella nitida.
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CONSTANCIA QUE:

La Srta. Kelly Nora CARBONEL VILLANUEVA, tesista de la maestria en Bioquimica
de la facultad de medicina la UNMSM, hace entrega de 1 material vegetal Gentianella
nitida, como parte de su trabajo.

La muestra fue numerada con el nimero.

® Gentianella nitida “hercampury”:  USM 283720

Se expide la presente, a solicitud de la interesada para los fines que estime conveniente.

Lima, 17 de junio de 2015
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Anexo 4. Constancia de deposito del material vegetal.



Planta entera Gentianella nitida Molienda de la planta

Extracto acuoso Gentianella nitida

Filtracion del extracto

Anexo 5. Preparacion del extracto acuoso de Gentianella nitida.
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Anexo 6. Acido ascérbico estandar en la curva de calibracién en el método DPPH.
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Anexo 7. Curva de calibrtacion del Trolox en el método de ABTS.



Absorbancia (593 nm)

0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

y=0.001x
R?=10.996

100 200 300 400 500 600
FeSO4 (UM)

700

800

Anexo 8. Método de FRAP con la curva de calibracion del FeSOy.
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Anexo 9. Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales con acido

galico.
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Anexo 10. Curva de calibracion de quercetina para cuantificaciéon de flavonoides.
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Anexo 11. Correlaciéon de Pearson entre el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante mediante el ensayo de DPPH.
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Anexo 12. Correlacion de Pearson entre el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante mediante el ensayo de ABTS.
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Anexo 13. El coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de flavonoides
y la capacidad antioxidante mediante el ensayo de DPPH.
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Anexo 14. El coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de flavonoides
y la capacidad antioxidante mediante el ensayo de ABTS.
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Anexo 15. Correlacion de Pearson entre el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante mediante el ensayo de FRAP.
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Anexo 16. El coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de flavonoides
y la capacidad antioxidante mediante el ensayo de FRAP.

Anexo 17. Determinacion de la actividad especifica de la superoxido dismutasa:
diferencia entre las medianas por prueba Post hoc Mann Whitney.

Comparaciones miiltiples entre grupos | p valor
Control - paracetamol 0,0209
Control - silimarina 0,0833
Control — Gentianella nitida 0,2482
Paracetamol - silimarina 0,0209
Paracetamol - Gentianella nitida 0,0433
Silimarina - Gentianella nitida 0,5637
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Anexo 18. Determinacion de la actividad especifica de la Glutation S-transferasa:
diferencia entre las medianas por prueba Post hoc Mann Whitney.

Comparaciones miiltiples entre grupos p valor
Control - paracetamol 0,0209
Control - silimarina 0,0209
Control — Gentianella nitida 0,5637
Paracetamol - silimarina 0,1489
Paracetamol - Gentianella nitida 0,0833
Silimarina - Gentianella nitida 0,0209

Anexo 19. Determinacion de los niveles de glutation reducido: diferencia entre las
medianas por prueba Post hoc Mann Whitney.

Comparaciones miiltiples entre grupos p valor
Control - paracetamol 0,0209
Control - silimarina 0,2482
Control — Gentianella nitida 0,0209
Paracetamol - silimarina 0,0209
Paracetamol - Gentianella nitida 0,2482
Silimarina - Gentianella nitida 0,0209
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Anexo 20. Determinacion de lipoperoxidacion: diferencia entre las medianas por

prueba Post hoc Mann Whitney.

Comparaciones miiltiples entre grupos | p valor
Control - paracetamol 0,4678
Control - silimarina 0,0209
Control — Gentianella nitida 0,8817
Paracetamol - silimarina 0,0209
Paracetamol - Gentianella nitida 0,0759
Silimarina - Gentianella nitida 0,0180




