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I. RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el objetivo de determinar el efecto de la
administraciéon de extractos vegetales con actividad antioxidante sobre los niveles sanguineos
de glutatién peroxidasa en ratas. También, se evalu6 la utilidad de dicha determinaciéon como
un método para medir el efecto zz vvo de la ingesta de sustancias antioxidantes. Para esto se
midieron los niveles enzimaticos del glutation peroxidasa en sangre de ratas que recibieron
diariamente administracion oral de extracto de Solanum americanum. Se emplearon 21 ratas
albinas de la especie Ratus norvergicus divididas en tres grupos: el grupo de una dosis de 0.0312

g/Kg de peso, el grupo de una dosis de 0.312 ¢/Kg de peso y el grupo control.

Para preparar las dosis deseadas se procedi6 a obtener el extracto de quilete o Solanum
americanum, a partir de hierba fresca, se efectud la extraccion con etanol y posteriormente se
sometié a concentracion en un rotavapor. El extracto mostré un IC,; de 1.01 mg de extracto,
41.34 Eq de 4cido gélico/gramo de extracto y 11.74 pg vitamina C/gramo de extracto. Las
dosis se prepararon segun el peso de cada rata en solucién acuosa con un porcentaje de 2.5-

5% de Tween 80; dicha dosis se administré oralmente a cada rata diariamente por 21 dias.

Para realizar la medicion de glutation peroxidasa se obtuvo una muestra de sangre de
cada rata, realizando determinaciones los dias 0, 7, 14 y 21 con el fin de observar los cambios
en el transcurso del tiempo. La mediciéon de la enzima glutatién peroxidasa se hizo con un
juego de reactivos de Rancel ® por un método espectrofotométrico y los resultados obtenidos

se expresan en unidades de glutation peroxidasa/litro de sangte.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento dado a los dos grupos
experimentales fue efectivo, ya que los valores de glutation peroxidasa disminuyeron
significativamente (p = 0.0124) desde el dia 14 para ambos tratamientos. Se encontrd
significativa diferencia en los valores entre los dos tratamientos hasta el dia 21 (p = 0.0060).
Dicha disminucién en el organismo de las ratas puede interpretarse como el aumento de la

proteccion de las sustancias antioxidantes de fuente exdgena, lo que hace de alguna forma

innecesaria la expresion de los sistemas endégenos. Se puede concluir que el método empleado
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en este trabajo si puede ser utilizado como un método para evaluar el efecto i vivo de

sustancias antioxidantes ingeridas.
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II. INTRODUCCION

El organismo humano y el de los mamiferos, bajo condiciones normales producen
sustancias quimicamente inestables, llamadas radicales libres. Estos pueden producir dafio
oxidativo en diversas macromoléculas biologicas, como lipidos, carbohidratos, proteinas e
incluso ADN, lo que puede propiciar el inicio de enfermedades degenerativas como cancer,

cardiopatias y cataratas, entre otras (1, 2).

Los antioxidantes son moléculas o sistemas que inhiben la accién de radicales libres (3),
pueden ser endégenos o propios del organismo humano y exégenos o provenientes de fuentes
alimenticias. Los antioxidantes enddgenos se incrementan como respuesta defensiva de
organismo contra los radicales libres, dentro de estos se encuentran las enzimas glutation
peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa, cuya funcion principal es causar la reduccién del
perdxido o lipoperdxido a nivel celular gracias a la localizacion generalizada de las mismas. En
el grupo de los antioxidantes exdgenos se encuentra una serie de fotoquimicos y las vitaminas
E, C, beta-caroteno, flavonoides y licopeno; los cuales se pueden obtener mediante el
consumo habitual de hierbas, frutas y verduras. Los antioxidantes exégenos reaccionan con los
radicales libres y modifican su estructura neutralizandolos, por lo que actualmente se
recomienda una dieta alta en alimentos antioxidantes para prevenir enfermedades

degenerativas como aterosclerosis, isquemia cardiaca, cataratas y ciertos procesos neoplasicos.

El estrés oxidativo es un aumento en la produccién de radicales libres y como respuesta
a éste se generan antioxidantes endégenos. Sin embargo puede ser que al consumir suficientes
antioxidantes exogenos, el organismo no tenga la necesidad de producir la misma cantidad de
antioxidantes endogenos al estar sometido a estrés oxidativo. Con base en lo anterior, el
objetivo principal de este estudio fue determinar el efecto de la administracién de extractos
vegetales con actividad antioxidante sobre los niveles sanguineos de glutation peroxidasa. Los
resultados de esta investigacion evaluaron la utilidad de la medicién sanguinea de glutation

peroxidasa como modelo animal para evaluar el efecto 7 vivo de la ingestién de antioxidantes.
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III. ANTECEDENTES

A. RADICALES LIBRES

Un radical libre es una molécula que posee uno o mas electrones no apareados girando
en sus Orbitas externas, generando inestabilidad. Estos buscan equilibrio y para conseguirlo
toman un electrén de cualquier molécula vecina; es decir que oxida la molécula alterando su
estructura y convirtiéndola en otro radical libre por medio de una reacciéon de oxidacion,
generando de esta forma una reaccién en cadena. Por lo anterior el proceso de oxidacion se
define quimicamente como la pérdida de electrones mientras que en la reduccion hay ganancia

de ellos (4, 5, 0).

1. Clasificacién de radicales libres

a) Radicales libres inorganicos o primarios:

Se originan por la transferencia de electrones sobre el atomo de oxigeno, representan
por tanto distintos estados de reduccion de este y se caracterizan por tener una vida media muy

corta; estos son el anién superéxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico (7).

b) Radicales libres organicos o secundarios:

Se generan por la transferencia de un electron de un radical primario a un atomo de
una molécula organica o por la reacciéon de dos radicales primarios entre si, tienen una vida

media mas prolongada que los primarios (7).

c) Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxigeno:

Se incluye el grupo de especies quimicas que sin ser radicales libres, son generadas de
estas sustancias o resultan de la reduccién o metabolismo de ellas, entre las que estan el
oxigeno singlete, el peréxido de hidrégeno, el acido hipocloroso, el peroxinitrito, e

hidroperéxidos organicos (7).
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2. Formacion de Radicales libres

Los radicales libres se producen continuamente como un producto del metabolismo
normal de cada célula. Se ha calculado que de un 2-5% del O, consumido en el metabolismo
normal se transforma en radicales libres. Al elevarse o disminuir las concentraciones
fisiolégicas de las especies reactivas de oxigeno (EROS), pueden ocasionar importantes
alteraciones funcionales. Otros radicales libres pueden provenir de contaminantes toxicos,
como el dioéxido de nitrégeno (NO,), el monodxido de nitrégeno (NO), capaces de reaccionar

con el peréxido de hidrégeno formando radicales libres hidroxilos (-OH) (8, 9).

El oxigeno tiene un rol vital en la respiraciéon como receptor terminal de electrones,
pues se reduce a agua al aceptar cuatro electrones, por acciéon del complejo citocromo-oxidasa
de la cadena mitocondrial siguiendo la siguiente reaccion (8, 9, 10, 11):

O, +4H +4¢ J2H,0

Pero una pequefa proporcion forma radicales libres al aceptar un menor nimero de

electrones, dando lugar a diversas formas de oxigeno activo (8, 12):

e Anién superdxido (O,):
Se forma a partir de la captacién de un electrén (e) por una molécula de oxigeno.

O,+¢e O,

e Peroxido de hidrégeno (H,O,):

Se forma cuando el radical libre superéxido capta dos protones.

20, +2H" O, + H,0,
—

e Radical hidroperdxido (HO,):

Se constituyen cuando el O, se une a un protén (H).

O,+H —» HO,

e Radical hidroxilico (OH "):

Aparece cuando el peréxido de hidrégeno se une al superdxido.
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O,+¢ L, OH+ O, + OH"

Por otra parte, el perdxido de hidrégeno H,O, puede reaccionar con metales divalentes
(8 o unidos a proteinas) y producir OH, via reaccién de Fenton (13):

Fe’* + H' - H,0, > Fe** + OH + H,O (principalmente en citosol)
La formacion de radical O, también puede ocurrir a nivel de la NADPH-oxidasa segun

la siguiente reaccion (13):

20,+ NADPH » 20, + NADP" +H"

3. Fuentes bioldgicas de radicales libres

a) Mitocondria:

Es la principal fuente de radicales libres, este fendmeno se efectia a nivel de la cadena
de transporte de electrones, que es la dltima etapa de produccién de protones de alta energfa, y
cuyo pasaje a través de la membrana mitocondrial genera un gradiente eléctrico que aporta la

energfa necesaria para formar el ATP o adenosin trifosfato (8).

b) Peroxisomas:

Son organelos del citosol muy ricos en oxidasas y que generan H,O,, el cual es

depurado por enzimas especificas (catalasas) y transformado en agua (8).
c) Leucocitos polimorfonucleares:
Cuando son activados por diversas protefnas que actian especificamente sobre ellos,

los leucocitos poseen en sus membranas la enzima NADPH oxidasa generadora de O, que en

presencia de hierro se transforma en OH ", que es altamente toxico (8, 9).
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d) Xantina deshidrogenasa:

Predomina en los endotelios, normalmente depura las xantinas (isquemia, estimulacion

del calcio). Es muy importante en las células endoteliales, miocardio y otros tejidos (8).

e) Reticulo endoplasmatico:

Los citocromos sufren reacciones de autooxidacion con formacion de radicales libres

O, y H,O, (8).
f) Membrana plasmatica:

Por accién de la lipooxigenasa y la protaglandina sintetasa dentro de las reacciones

inflamatorias mediadas por el acido araquidénico (9, 12, 14).

4. Dafio celular ocasionado por radicales libres

El dano celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

a) Lipidos:

Es en ellos donde se produce un dafio mayor por parte de los radicales libres, ya que
afecta las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad celular,
produciendo edema y muerte celular. La peroxidacién lipidica representa una forma de dano
histico que puede desencadenarse por el oxigeno, el anidén superdxido, el perdxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo que es el mas dafino. Los acidos grasos son componentes de
las membranas celulares, de alli su importancia para un funcionamiento normal como la
regeneraciéon y reproduccion celular. Una vez que se inicia este proceso toma forma de
cascada, con produccién de radicales libres que lleva a la formacién de perdxidos organicos y
otros productos, a partir de los acidos insaturados; una vez formados, estos radicales libres son

los responsables de los efectos citotdxicos (7, 10, 15, 16, 17, 18).
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b) Proteinas:

Hay oxidaciéon de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; ademads se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y formacién de grupos
carbonilos. En la membrana celular, por la accién de los radicales libres, se producen enlaces
cruzados lipido- lipido, proteina-proteina y lipido-proteina. Los lipidos peroxidados son
compuestos mas polares y dificilmente estables en el interior hidrofébico de la membrana. Por
ello, la peroxidaciéon de los lipidos disminuye la fluidez de la membrana, aumenta la
permeabilidad inespecifica a los iones e inactiva las enzimas ligadas a la membrana. Como
resultado final ocurre pérdida de la estructura en bicapa de la membrana, aumenta la

permeabilidad y se puede producir la lisis celular (7, 10, 18).

c) Acido desoxirribonucléico (ADN):

Ocurren fenémenos de mutaciones y carcinogénesis, hay pérdida de expresion o
sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases,
delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos
cromosoémicos y desmetilaciéon de citosinas del ADN que activan genes. Este mecanismo
directo de carcinogénesis se complementa con la capacidad de los radicales libres de activar
sustancias procancerigenas, mutagénicas y promotoras como los hidroperdxidos de los 4cidos
grasos, los hidroperéxidos del colesterol, los endoperdxidos, los epoxidos del colesterol y de
los acidos grasos, los enoles y otros aldehidos, asi como radicales alcoxi e hidroperoxi (7, 9,

10).

5. Efectos toxicos de los radicales libres

La peroxidaciéon lipidica origina una disfuncién neuronal en la homeostasia idnica,
incrementa la vulnerabilidad de la célula a la exocitotoxicidad y puede promover cascadas de
exocitotoxicidad por desorganizaciéon de los sistemas de regulacion en el reticulo
endoplasmatico y en las mitocondrias, con lo cual compromete la importante funcién de
secuestro del calcio i6nico, promoviendo la muerte celular. Este proceso puede ocurrir en

diferentes estados degenerativos agudos como la isquemia cerebral y el dafio cerebral
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traumatico, asi como en procesos degenerativos cronicos como la enfermedad de Alzheimer y
la de Parkinson; en menor medida se observa durante la actividad fisiolégica normal en

circuitos neuronales (15).

El dafio a biomoléculas que determinan los radicales libres se halla implicado en la

génesis de numerosos procesos:

e Aparato cardiovascular:
Ocurre peroxidaciéon de lipidos en las particulas de lipoproteinas de baja densidad con
dano de otros componentes. Puede ocasionar aterosclerosis, infarto al miocardio, cirugia

cardiaca, diabetes, cardiopatia alcoholica (4, 6).

e Sistema neuroldgico:
Enfermedad de Parkinson, Alheimer, neuropatia alcohodlica, hiperoxia, isquemia o

infarto cerebral, traumatismos craneales (6).

e Aparato Ocular:
Hay modificaciones irreversibles en las proteinas originando cataratas, dafio de la

retina, fibroplasia retrolental (4).

¢ Envejecimiento:
Peroxidaciéon de los acidos grasos de la membrana celular y dafio del ADN. Los
radicales libres toman un electrén de las células de colageno de la piel por lo que esta pierde su

elasticidad y aparecen arrugas y resequedad (4).

e Cancer:
El ADN es dafiado. Puede ocurrir un crecimiento anormal de las células al perder su
capacidad de reconocimiento hacia las células vecinas causando asi una proliferacién

descontrolada (4).
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B. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos que retrasan la oxidaciéon de otras moléculas
mediante la inhibicién de la propagaciéon de la reaccién de oxidacion. El antioxidante al
reaccionar con el radical libre cede un electrén, se oxida y se transforma en un radical libre
débil no toxico. Cuando la vitamina E reacciona con los radicales libres, por ejemplo, los
vuelve mas inofensivos, y convirtiéndose la vitamina E en un radical libre, que reacciona a la
vez con carotenos, produciendo otro radical mas débil que reacciona con la vitamina C que lo

neutraliza y lo hace hidrosolube, es eliminando por la orina (15, 19, 20).

Los antioxidantes naturales pueden tener una o mas de las siguientes propiedades:
secuestro de radicales libres, actuar como agentes reductores, formar complejos potenciales de
metales prooxidantes y erradicar singletes de oxigeno. Estas propiedades redundan en su
capacidad anticancerigena, antiviral, antiinflamatoria, modificadora de la permeabilidad capilar

e inhibidora de la agregacion plaquetaria (17, 21).

1. Clasificaciéon de Antioxidantes

Los antioxidantes se pueden clasificar siguiendo criterios distintos:

e Segun el sitio de donde provienen: endégenos o propios del organismo y exdgenos o

provenientes de fuentes alimenticias.

e Segun se mecanismo de accion en: primarios, secundarios y terciarios.

a) Clasificacion de antioxidantes segun el sitio de proveniencia

i. Endégenos:

Son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para combatir la
accion de los radicales libres. Existen dos tipos, el mas importante que esta conformado por las
enzimas y esta dado por compuestos antioxidantes que actian tanto a nivel celular como

extracelular. Son los responsables de la capacidad antioxidante de los fluidos biolégicos, como
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el plasma, y de la protecciéon del dafio oxidativo de las distintas particulas y macromoléculas
circulantes. Dentro de estos se encuentran la superoxido dismutasa (SOD), la glutation
peroxidasa (GPX) y proteinas de unién a metales (GR). En el segundo grupo se encuentran los
antioxidantes secundarios no enzimaticos como lo son el glutatién, la coenzima Q y el acido

tioctico (6, 22).

Endogenos enzimadticos:

e Superoxido dismutasa:

Actta neutralizando los radicales superoxido convirtiéndolos en péréxido de
hidrégeno en concentraciones en orden inferiores a 10 siempre en presencia de Zinc
(Zn™).

20, +2H" X22R 0O, + H,0,

Su distribucion es amplia en el organismo, esta formada por un grupo de
enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD que contienen cobre y zinc en su sitio activo
y se encuentran en el citosol y en el espacio intermembranoso mitocondrial y Mn-SOD
que contiene manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial. Estas enzimas
transforman el oxigeno para formar peroxido de hidrégeno y su funcién principal es la

proteccion contra el anién superoxido (6, 7, 12).

e Glutatiéon peroxidasa:

Su actividad esta estrechamente ligada a la presencia de Selenio (Se). Esta
enzima actia principalmente en las mitocondrias y cloroplastos catalizando dos tipos
de reacciones:

2GSH + H,0, —*— GSSH + HO,
2GSH + H,O—> GSSH + OH + H,O

La primera reacciéon presenta la reduccion del agua oxigenada a radical
hidroperéxido en presencia de glutatiéon reducido, y la segunda reaccién muestra la
reduccién del hidroperéxido a compuestos mas estables en presencia de glutation.
Dentro de sus funciones la mas importante es proteger a la célula contra la acciéon de

los radicales libres de peréxido de hidrégeno; ademas protege a los lipidos de la
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membrana celular de la peroxidaciéon. Cuando los organismos son expuestos a
farmacos, radiaciones, sustancias oxido-reductoras, estard disminuida la sintesis de
glutatién, llegando a ser insuficientes sus concentraciones y reduciéndose las

posibilidades defensivas de la célula frente a radicales libre. (7, 12).

e (atalasas:

Reducen el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular, eliminando el
peroxido de hidrégeno casi al mismo tiempo de su formacion.

2H,0, »O, +H,0,

Tiene una amplia distribucion en el organismo humano, alta concentracién en
higado y rifién, baja concentraciéon en tejido conectivo y epitelios, practicamente nula
en tejido nervioso y se localiza a nivel celular: mitocondrias, peroxisomas y citosol. En
el citosol es dependiente de cobre y zinc, y en la mitocondria dependiente de
manganeso. Presenta dos funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa y forma
parte del sistema antioxidante CAT/SOD que actia en presencia de altas

concentraciones de peroxido de hidrégeno (7, 12, 23).

e Proteinas de unién a metales (GR):
Frenan la disponibilidad del hierro que es necesario para la formacion del
radical hidroxilo. En el plasma sanguineo se encuentran proteinas como la transferrina,

lactoferrina, ceruloplamina, albumina y bilirrubina (4, 6)

Endogenos no enzimiticos:

e Glutation:

Es producida por el higado a partir de aminoacidos (cisterna, acido glutaminico
y glicina), protege a las células y tejidos arteriales, es de vital importancia ya que solo o
unido a enzimas o minerales forma complejos antioxidantes. Posee habilidad

destoxificante de metales pesados y drogas y previene el cancer del higado (24).
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e Coenzima Q:
Es indispensable para la vida pues participa en la producciéon de adenosin

trofosfato y el transporte de protones y electrones en la mitocondria. En su forma
reducida CoQ; H, es un potente antioxidante evitando la lipoperoxidacién de la

membrana, reduce la vitamina E oxidada en su medio lipidico, anticipandose a la

accion de la vitamina C o glutation reducido, que requiere un medio hidréfilo (14).

e Acido tidctico
Este acido asegura el buen funcionamiento de las enzimas antioxidantes y
potencia la accién de la vitamina E, vitamina C y glutatiéon (24).

Exo6genos

Son los antioxidantes obtenidos mediante la dieta, los cuales se pueden obtener de

frutas y vegetales principalmente. Dentro de éstos antioxidantes se puede mencionar a la

Vitamina C, Vitamina E, betacarotenos, fenoles, flavonoides y taninos, entre otros. Los

efectos principales de las vitaminas antioxidantes son como secuestradores de radicales libres.

Se clasifica en los siguientes grupos:

Hidrosolubles

e Vitamina C:

Es un agente occidante y poderoso, su principal accién la ejecuta en los
compartimientos acuosos celulares. Se puede obtener de frutas citricas como la naranja,
mandarina, pomelo, frutilla, melén, kiwi y vegetales como el tomate, brécoli,
pimientos, espinaca, berro. La vitamina C puede degradarse por accion del calor,
contacto con el oxigeno, tiempo de coccién y almacenamiento. Sus principales
acciones son:

O Protege alos lipidos plasmaticos de la oxidacion.
O Regenera los radicales oxidados de la Vitamina E cediéndoles un electréon

para devolverlas en su forma reducida y antioxidante.
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O Es el mayor captador de elementos oxidantes en la fase acuosa del
organismo, antes de que estos dafien los electos lipidicos.
Neutraliza el oxigeno singlete.

O Captura radicales hidroxilos y anién hiperéxido(l, 6, 7, 9, 12, 14, 15, 18).

Liposolubles

e Vitamina E:

Esta vitamina actda a nivel de la estabilidad e integridad de las membranas
biolégicas, protegiendo sus lipidos insaturados contra las agresiones de los radicales
libres en los nervios, musculos, sistema circulatorio e inmunolégico. Puede
encontrarse en aceites vegetales, margarina, germen de trigo, frutas secas y vegetales de
hojas verdes. ILa asimilacién depende de la cantidad de la grasa de la comida ingerida y
del adecuado funcionamiento pancreatico y biliar; asimismo su absorcién es facilitada
por el selenio. Sus acciones principales son:

0 Disminuye riesgos en formacién de placas ateromatosas.
Inhibe peroxidacién lipidica inducida por ejercicio.
Neutraliza el oxigeno singlete.
Principal defensa contra el dafio oxidativo de la membrana en tejidos.
Captura radicales hidroxilos y anién superdxido

Neutraliza perdxidos (1, 9, 12, 15, 23).

O ©0O O O O

e [-caroteno:

Es un precursor de la vitamina A que se encuentra solamente en alimentos de
origen vegetal. Los B-carotenos tiene efectos protectores de las células, neutralizando
los radicales libres y el oxigeno reactivo y aumentando la resistencia inmunolégica. Las
fuentes de B-caroteno son las hortalizas de hojas verdes, zanahotia, frutas como el
durazno, damasco, melén, pomelo y mango. El B-caroteno es labil a la luz. Sus
funciones principales son:

O Protege a neutréfilos de los radicales libres producidos en reacciones

inflamatorias sin alterar la capacidad destructora de bacterias de estos.
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O Neutraliza el oxigeno singlete.

0 Destoxificante del oxigeno libre reactivo (1, 12, 15, 19, 25).

Oligoelementos:
Los mas destacados en su participacién como antioxidante exégenos son el
Selenio, Cobre, Zinc y Manganeso. Su actividad reside en participar en la acciéon de

enzimas antioxidantes (14, 15, 19).

e Selenio:
Su misién es proteger las células contra la acumulacién de radicales superdxido,
que lesionan la membrana celular, neutralizando compuestos de accién mutagénica o

carcinogénica. Es vital para la accion de la enzima glutation peroxidasa (12).

e C(Cobre:

Es un componente de la superéxido dismutasa. (12).

e Hierro:
Es parte fundamental de las proteinas transportadoras de oxigeno, participa en
la sintesis de enzimas y favorece el transporte de electrones en la cadena respiratoria

(12).

e Zinc:
Forma parte de la enzima superdxido dismutasa, realizando su accion
antioxidante al proteger los grupos sulfhidrilos de su oxidacién. Aumenta la

supervivencia de la célula a radiaciones UV (12).

Fenoles:

Los compuestos fenolicos tienen la férmula general AR-OH, donde AR es un
anillo aromatico y el —OH esta directamente unido a este anillo. Los compuestos
fendlicos actian como antioxidantes naturales, esta actividad puede variar
significativamente  dependiendo de ciertas variables como su concentracion, la

estructura quimica de la molécula y su grado de oxidaciéon En cuanto a la concentracion
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se ha encontrado que aun con cantidades pequefias de antioxidantes, algunos
antioxidantes fenodlicos entran a la circulacién sistémica y causan un aumento

significativo en el estado antioxidante del plasma (11, 12, 16).

Estudios 7z witro, han mostrado que muchos polifenoles naturales poseen
capacidad de quelar metales, especialmente cobre y hierro, lo cual los hace actuar
indirectamente como antioxidantes ya que inhiben la accién de los metales como

catalizadores en la formacion de radicales libres (17).

A pesar de la diversidad estructural, los fenoles se clasifican en dos grupos:

e Flavonoides:

Son sustancias polifendlicas de bajo peso molecular y se encuentran en una
gran variedad de frutas y vegetales. Actian como estabilizadores de la membrana.
Incluyen la mirecitina, quercetina, kampfernol, isorhamnetina (que existe tanto como
conjugados azucarados como no azucarados), catequina y epicatequina y las
antocianinas. Los flavonoides poseen la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica,
secuestrar radicales libres y oxigeno activo, quelar iones de hierro e inactivar

lipoxigenasas (10, 20).

e No Flavonoides:

Encontramos los acidos fendlicos (benzoico y cinamico), que parecen ejercer
un efecto sobre el aroma mas que sobre el gusto, y los estilbenos (resveratrol) que
juegan un rol en la defensa contra el ataque de patégenos actuando como fungicida.
Incluyen 4cido galico, hidroxicinamatos, acido caféico y acido caftarico, stilbenos,

(trans y cis resveratrol ) y trans resveratrol- O- - glucésido (16, 19, 20) .
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Clasificacién de los antioxidantes segiin su mecanismo de accion:

Se conocen tres tipos principales de mecanismos antioxidantes:

Primarios: Previenen la formacién de nuevos radicales libres, convirtiéndolos en
moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la formacién
de radicales libres a partir de otras moléculas (1, 8).

Dentro de estos se encuentran: enzima superdxido dismutasa, €nzima glutation
peroxidasa (GPx), catalasa (remueve el peréxido de hidrogeno), glutation reductasa
(cataliza la reduccion del glutation oxidado a glutatién reducido el cual sera utilizado
por la glutatién peroxidasa para la reducciéon del perdxido y de lipoperoxidos, los cuales
son especies reactivas del oxigeno) y glutatiéon S transferasa: importante enzima

destoxificadora de agentes nocivos (27 ,28).

Secundarios: Capturan los radicales libres, evitando la reaccion en cadena (Ej: vitamina
E o alfa-tocoferol, vitamina C o acido ascérbico, beta-caroteno, 4cido urico, bilirrubina,

albumina, ubiquinol-10, metionina) (15).

Terciarios: Reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres (Ej: enzimas

reparadoras de ADN y metionina sulféxido reductasa) (15, 17).

Prevencion de enfermedades degenerativas por antioxidantes exégenos

En pafses desarrollados se ha demostrado que patologias cronicas como ateroesclerosis

y cancer son las dos principales causas de muerte, y estan asociadas a dafio oxidativo. Lo

mismo ocurre con las complicaciones de otras condiciones patolégicas como artritis, diabetes,

neuropatias, demencias, y el proceso biolégico del envejecimiento, que se aceleran en funcién

de la magnitud del estrés oxidativo. La evidencia epidemiolégica sugiere que el consumo de

frutas y verduras puede reducir el riesgo de cancer, enfermedad cardiovascular, reforzamiento

del sistema inmune, destoxificacién, reducciéon de la inflamacién y tumores llevando a la
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hipétesis que esto se debe en parte a la presencia de compuestos antioxidantes en frutas y

verduras (11, 29, 30-33).

Dentro de los antioxidantes que se encuentran mas comunmente en frutas y verduras

cuya funciéon es neutralizar la acciéon oxidante de un radical libre sin perder su propia
estabilidad electroquimica, se puede mencionar la vitamina C, B-carotenos, vitamina E,

flavonoides, entre otros (8, 11, 22, 34).

C. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es la exposicion de la materia viva a fuentes que producen una
ruptura del equilibrio que debe existir entre radicales y los mecanismos antioxidantes, ya sea un
déficit de defensas antioxidantes o por un incremento exagerado de radicales libres. (1, 7, 12,

35).

Durante el transcurso de los afios los radicales libres provocan en un organismo dafios
irreversibles dentro de los cuales se puede mencionar la disminuciéon en el numero de
mitocondrias, alteraciones en la permeabilidad celular y anomalias en la respiracién celular.
Estos efectos pueden ser provocados por el estrés oxidativo y este a su vez puede ocasionar
enfermedades degenerativas. La produccion excesiva de radicales libres puede ser causada por
factores internos o externos; dentro de los internos se pueden mencionar la actividad de células
fagociticas, cadenas transportadoras de electrones en mitocondrias y microsoma, y accion de
enzimas antioxidantes; y respecto de los segundos, los rayos ultravioletas, radiaciones
ionizantes, poluciéon ambiental, 6xidos de nitrégeno, hierro, acidos grasos polinsaturados,

medicamentos, tabaco, alcohol, drogas, pesticidas (7, 12). Ver Cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacion de los factores que incrementan el estrés oxidativo (15).

Quimicos Aumento de metales pesados.

Xenobidticos Componentes del humo del tabaco.

Farmacos Adriamicina.

Fisicos Radiaciones ultravioleta e hiperoxia.

Organicos y Dieta hipercaldrica, dieta con poco contenido de antioxidantes, diabetes
Metabdlicos mellitus, ejercicio extenuante, procesos inflamatorios y traumatismos y

fenémeno de isquemia-reperfusion.

En algunas patologias se cree que el estrés oxidativo tiene una contribucién
significativa en su desarrollo, como en la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, artritis
reumatoide y el fenémeno llamado “paradoja del oxigeno” que se representa posterior a un
fenémeno de isquemia, durante la repercusion, cuando el aporte del oxigeno no disminuye el
dafio sino que lo incrementa participando en reacciones de oxidaciéon de proteinas y
lipoperoxidacion (Oxi). Sin embargo, no existen pruebas directas de que el estrés oxidativo sea
el responsable de la muerte de las células cerebrales en la enfermedad de Parkinson, pero si
existen distintos hallazgos en humanos y animales apoyan esta hipotesis:

v" Disminuyen: glutatién reducido en la sustancia negra, glutatién peroxidasa y acidos grasos
poliinsaturados en la sustancia negra.
v Aumentan: hierro en la sustancia negra, actividad de la superéxido dismutasa y productos

derivados de la peroxidacion lipidica (36).

Se ha demostrado que a pacientes con infarto agudo al miocardio a los que se les
suministra selenio como tratamiento adicional muestran un incremento en la actividad de la
glutation peroxidasa y las complicaciones durante los primeros tres dias son menos frecuentes.
En estudios realizados en placas aterosclerdticas carotideas y en arterias mamarias de pacientes
bajo cirugia de bypass arterio coronario se midieron las actividades de la glutation peroxidasa
dependiente de selenio, encontrandose un pico de antioxidante enzimatico relacionado con la
glutatién peroxidasa presente en las lesiones ateroscleréticas humanas;  lo cual sugiere que un
desbalance antioxidante-radical libre en la pared vascular puede involucrarse en el proceso

aterogénico (6). Ver cuadro 2.
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Cuadro 2. Niveles de glutation peroxidasa en divesas patologias (27).

Patologia Nivel de glutatiéon peroxidasa
Diabetes mellitas Disminuye en islotes de Langerhans y pancreas
Obesidad Disminuye en el corazén
Ulcera péptica Disminuye en el tejido hepatico y mucosa gastrica
Isquemia/repercusion Aumenta en pared vascular
Ejercicio y envejecimiento Aumenta en higado y mitocondriales del corazén

Es evidente que en este proceso la alimentacién constituye un factor exdgeno
importante que puede acelerar o desacelerar procesos degenerativos como cancer, cataratas,
tumores, entre otros. La dieta debe proveer suficiente cantidad de sustancias antioxidantes
naturales y ademas, el propio individuo preocuparse por asegurar una ingesta adicional en
situaciones que por condiciones especiales asi lo ameriten: ejercicio fisico, estado nutricional,

estado fisiologico, estados patoldgicos, condicion ambiental, estilo de vida (10).

D. ESTUDIOS RELACIONADOS

En un estudio realizado por Urquiaga y col. se evalué la capacidad antioxidante del
plasma (medida por cromatografia como oxidacién LDL y oxidacién LDL mediada por cobre),
medida, polifenoles plasmaticos, dafio oxidativo al ADN (acido desoxirribonucléico) y funcion
endotelial a los 0, 30, 60 y 90 dfas. Se demostré que una dieta con elevada cantidad de
antioxidantes aumenta los antioxidantes plasmaticos, al igual que la ingestién de vino. Los
resultados indican que la dieta con baja cantidad de antioxidantes induce dafio en el ADN,
mientras que una dieta con alta cantidad de antioxidantes protege el ADN. Con ambas dietas,

el consumo de vino lleva a niveles de dafio oxidativo al ADN muy bajos (22).

Otras investigaciones han sugerido que las ratas mejora su nivel de capacidad cerebral
al recibir una dieta con elevada cantidad de antioxidantes, ya que se comprobé tal hecho al
comparar tres tipos de alimentos en el metabolismo de las ratas: un grupo recibié una dieta
enriquecida con espirulina (alto en antioxidante), otro grupo recibié manzanas (moderado en

actividades antioxidantes), y uno tercero recibi6 pepinillos, que es bajo en antioxidantes.
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Posteriormente se pudo observar que las ratas que recibieron como alimento
manzanas y espirulina mostraron una mejoria en la respuesta neuronal de su metabolismo,
pues se encontrd que la sustancia inflamatoria acumulada con la edad en el cerebro habia

desaparecido (37).

Montenegro y colaboradores realizaron un estudio en pacientes con Diabetes Mellitus
Tipo 2 controlados (glicemia < 120 mg/dl) y no controlados (glicemia > 120 mg/dl). Se les
determiné glucosa, lipidos séricos, malondialdehido, 6xido nitrico, glutatién reducido vy
vitamina C. Los niveles de trialcilglicéridos y la trelacién colesterol total /HDL, vitamina C
oxidada y glutation (que es el principal mecanismo de defensa antioxidante) son menores en
los pacientes diabéticos no controlados; lo que demuestra que los sistemas antioxidantes se
encuentran dafiados. El control de la glicemia basal se relacioné con los niveles altos de 6xido
nitrico que es un mecanismo antioxidante. Por lo que se puede concluir que la determinacién
de los indicadores oxidacién/antioxidacion permite evaluar el estado de las defensas

antioxidantes en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2 (38).

En un estudio de Sala y col. se propuso valorar el estrés oxidativo, en forma indirecta
mediante la determinacién del valor de antioxidantes totales (TAS), glutatién peroxidasa
(GPX) y superoxido disrnutasa (SOD) en suero de pacientes con accidentes vasculares
encefalicos (AVE) isquémicos. Ademas, se evalud el papel de determinados factores de riesgo
como hipertension arterial y diabetes. Se observé una tendencia de valores mas bajos de GPX
en los enfermos. La presencia concomitante de hipertension arterial y diabetes asociadas se
correlacioné con niveles significativamente menores de SOD. Los pacientes que cursaban
ademas procesos infecciosos, presentaron valores de TAS mas bajos que el resto. Se concluye
que los radicales libres del oxigeno podrian estar involucrados en la fisiopatogenia del AVE
isquémico mediante las modificaciones producidas por los factores de riesgo como

hipertension arterial y diabetes (39).

En un estudio realizado por Avifio y colaboradores se buscé establecer la existencia de
estrés oxidativo en el nervio 6ptico después de la administracion cronica de etanol en ratas

adultas, en comparacion con ratas alimentadas con dieta isocalérica libre de etanol. Luego de
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seis semanas, se extrajeron los nervios épticos y se determinaron parametros relevantes en la
modulaciéon del estrés oxidativo: glutation (GSH) y malondialdehido (MDA), que es el
principal derivado de la peroxidacion lipidica. El contenido de GSH en el nervio 6ptico fue
significativamente menor en el grupo alimentado con etanol, mientras que la concentracion de
MDA fue significativamente mayor en este grupo comparado con el grupo control. El
incremento de los productos de peroxidacién lipidica junto con el descenso de los
antioxidantes celulares, confirman en este modelo experimental la implicacion del estrés
oxidativo en la toxicidad del etanol en el nervio éptico de rata, y descartan la influencia del

estado nutricional sobre los parametros estudiados (40).

En el ano 2002 Garcia F y col evaluaron la influencia del dafio oxidativo efectuado por
radicales libres en la infeccién amigdalar, el estudio se efectué en amigdala y sangre. Como
indicadores del estrés oxidativo se determinaron los niveles de superdxido dismutasa (SOD),
glutatién peroxidasa (GPX), glutation reductasa (GRT) y estado de antioxidancién total (EAT)
en el tejido amigdalar; también se midi6 la concentraciéon de SOD en el tejido adenoideo y
exudado o6tico. Se observaron fuertes correlaciones entre la SOD eritrocitaria y amigdalar,
SOD y GPX amigdalar, SOD y EAT amigdalar y GPX y EAT amigdalar. Las concentraciones
de la SOD en el tejido adenoideo y el exudado 6tico no influyeron en los niveles en sangre.
Podemos concluir que el dafio oxidativo en las amigdalas viene determinado por la frecuencia
o gravedad de las infecciones locales, y es valorable mediante la concentraciéon de SOD en el
tejido amigdalar o en la sangre periférica, pudiendo considerarse un buen marcador de

sufrimiento amigdalar (41).

Miratello y col investigaron la relacion entre el estado redox y la hemodialisis (HD),
evaluando los siguientes parametros antioxidantes en pacientes tratados con enalapril:
medicion de enzimas antioxidantes en eritrocitos (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y
catalasa), determinacion de antioxidantes liposolubles (alfa-tocoferol, beta-caroteno, y
ubiquinol-10-total), determinaciéon de glutation total eritrocitario y de sustancias reactivas al
acido tiobarbitirico (TBARS). Se concluyé que en los pacientes en HD cronica existen
profundas alteraciones de las defensas antioxidantes circulantes; y que un estrés oxidativo
adicional se produce durante la sesiéon de HD. Por otra parte, el tratamiento con enalapril

mejora varios componentes de las defensas antioxidantes en este grupo de pacientes (42).
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E. Solanum americanum

Solanum americanum  conocido también en Guatemala como hierba mora o quilete;
pertenece a la familia de las Solanaceae. Es una hierba anual o perenne, con raiz tipica, tallo
erguido de hasta 40 cm. Posee hojas laminares, aovadas, pecioladas y alternas, que son
comestibles. Sus flores se encuentran en racimos axilares o terminales, son pentameras y de
color violeta. El fruto es una baya y se consume como condimento. No es una planta toxica.
Es nativa de suelos pedregosos y se desarrolla en cualquier época del afio. Su aprovechamiento

generalmente es doméstico (43).

Posee un alto contenido nutricional y en nuestro medio tiene se emplea
tradicionalmente como alimento. Dentro de sus utilidades medicinales se encuentran:
tratamiento de la erisipela, neuralgias, combatir el reumatismo, las hojas maceradas en agua se
emplean en las fiebres tifoideas y tifus exantematico; el jugo de los frutos se usa como sedante
a las hemorroides externas y el cocimiento para la tos convulsiva. Estudios realizados en
Guatemala por Coto I. y Caballeros K. se establecieron que esta hierba posee carotenos y que

es una fuente potente de antioxidantes (44, 45).

Solanum americanum  contiene solaninas que glucoalcaloides toxicos de accidn
parecida a la de los alcaloides tropanicos (como la anticolinérgica). Sin embargo, esta toxicidad
solamente se ha reportado en nifios que comen sus frutos causando una gastroenteritis, la cual
se trata mediante la induccién del vémito. La toxicidad de esta hierba es muy utilizada para el

tratamiento de hongos en el caso de una vaginitis e infecciones fingicas superficiales en la piel

(43).
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F. ASPECTOS DE BIOETICA

La palabra bioética proviene de Bios que significa vida y de ethike que quiere decir
moral o conciencia. Segun la Organizacién Panamericana de la Salud bioética es un estudio
sistematico en el campo de las ciencias biologicas y la atencion de la salud, en la medida que
esta conducta se examine a la luz de valores y principios morales. Sin embargo, la bioética no
solo abarca la ética médica sino también profesiones afines, investigaciones biomédicas,
cuestiones sociales (salud publica, ocupacional, control de la natalidad), investigaciéon animal y

ecologica (46).

Las ciencias médicas y profesiones afines deben trabajar con moral y ética, cuando se
trabaje con humanos o animales, ya que ambos son seres vivientes que sienten. Al trabajar con
animales de cualquier especie para cualquier tipo de investigacion se debe tratar que los
animales sufran lo menos posible, ya que se debe respetar la ley natural de la vida de cada
especie. La bioética es un tema muy polémico, sin embargo antes de tratar con cualquier ser
viviente se debe hacer conciencia de sus derechos como tal, siguiendo un proceso adecuado

para realizar cualquier tipo de investigacion (47).

Dentro de este trabajo el tema de bioética es muy importante ya que se va a trabajar
con ratas que son animales de experimentacion, por lo que al utilizar los modelos biolégicos
descritos anteriormente se debe tratar de que el sufrimiento sea el menor posible dentro de las
posibilidades del estudio. En este caso los puntos criticos son la administracién oral y la
extraccion sanguinea, por lo que para realizar ambos procedimientos el sujeto que los utilice
debe informarse acerca de éstos y luego practicarlos con algin experto que lo supervise y
tomando en cuenta las recomendaciones pertinentes. Al realizar el trabajo de investigacién

debe seguirse adecuadamente los procedimientos para tratar que la rata sufra lo menos posible.
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G. METODOS

1. Método de Medicién de Antioxidantes End6genos

Los antioxidantes endégenos son determinados en humanos y animales experimentales,

y se realizan en sangtre entera con heparina.

a) Determinacion de la enzima Glutation Peroxidasa

L. Método Plagia y Valentine

La glutation peroxidasa (GPX) cataliza la oxidacion del glutation (GSH) por el
hidroperéxido de cumeno. El glutation oxidado (GSSG) en presencia de glutatiéon reductasa
(GR) y NADPH es inmediatamente convertido a su forma reducida con una oxidacién
concomitante de NADPH en NADP". Se mide la disminucién de la absorbancia a 340 nm

(48).

2GSH + ROOH __ °™ _ ROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H—<* _yNADP" + 2GSH

ii. Método de Bentler

Para la determinaciéon de GSH se utiliza sangre completa con heparina (0,2 mg de
heparina por ml de sangre); siguiendo el procedimiento experimental de Bentler, se toma una
alicuota de sangre (0,2 ml), se le agrega 1,8 ml de agua destilada frfa, al hemolizado se le
agregan 3,0 ml de solucién precipitante, se mezcla, se deja reposar por 3 minutos y luego se
centrifuga, se toman 2 ml del sobrenadante claro y se le agregan 8,0 ml de solucién fosfato y 1
ml de acido 5, 5' ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). A los cinco minutos se lee en el
fotocolorimetro a 410 nm contra el blanco y se utiliza una curva de calibracién del estandar de

GSH preparado (49).
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b) Ensayos Biologicos

i Administracion oral de extractos vegetales en ratas

La administracién es llevada a cabo con la utilizacién de una aguja de acero inoxidable
de aproximadamente 11 centimetros de longitud; esta se inserta en una jeringa que ya tiene la
dosis exacta a administrar. I.a rata debe sostenerse fuertemente del cuello con la mano
izquierda para inmovilizarla y con la mano derecha se introduce la sonda en la garganta de la

rata sin que tope en ninguna parte para no dafiar a la rata (50).

ii. Extraccion sanguinea en ratas

LLa muestra sanguinea se obtendra de la cola de la rata, ya que es el unico método por
medio del cual se puede extraer en diversas oportunidades sangre de la misma rata y el
sufrimiento es menor que en otros procedimientos. Se emplean agujas de calibre delgado de
26-27, ya que la vena de la rata es delgada. Para extraer la sangre la rata se introduce en una caja
especial y posteriormente se dilata la vena de la cola limpiando con xilol o introduciéndola en

agua caliente, con el fin de dilatar la vena y asf facilitar la extraccion.

2. Determinacion de Antioxidantes Ex6genos

a) Determinacion de Actividad Antioxidante Total

e Método de DPPH

El DPPH (2,2 difenil 1- pierhidrazilo) es un radical estable soluble en metanol que
puede aceptar un electrén o radical hidrégeno para convertirse en una molécula diamagnética
estable. Debido a que el DPPH reacciona con agentes reductores adecuados, este electrén se
aparea y la solucion pierde color en forma estequiométrica con el nimero de electrones que se
toman. Esta actividad ha sido utilizada para evaluar la actividad antioxidante de plantas,

extractos microbianos y alimentos (51, 52, 53).
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Los resultados de este método son expresados en inhibicién al 50 por ciento IC,, el
cual se define como la cantidad de extracto o la materia vegetal requerida para dar un 50 por

ciento de disminucién en la absorbancia en comparacién con la solucién blanco. (38).

Desde el punto de vista metodolégico el DPPH es un método facil y exacto para la
medicién de actividad antioxidante en frutas y verduras por lo que es recomendado para medir
la actividad antioxidante en este tipo de muestras. Este método presenta también la ventaja de
ser una prueba no enzimatica y es utilizado para proveer informacién en la reactividad basica

de compuestos para el secuestro de radicales (38, 32).

La desventaja del método es que es menos sensible que otros métodos para la

determinacion de antioxidantes hidrofébicos (38).

Hisatomi ef a/ utilizé este método para la mediciéon de la actividad antioxidante en el
pericarpio de la semilla de pimienta japonesa y fue utilizado también en el estudio de actividad

antioxidante en extracto de Thymus gygis realizado por Soares | ez al (52, 54).

b) Determinacion de Vitamina C

e Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Es una técnica de separacion en dos fases, una solida estacionaria y una liquida movil.
El material para analisis se extrae con solventes apropiados y se inyecta presion dentro de las
columnas de didmetro angosto. El solvente pasa por un detector que mide una propiedad
especifica de la solucién que estd pasando, tal como su naturaleza quimica, su fluorescencia o
su absorcion de la luz (6 radicaciones UV). Estas son registradas en una tira de papel o
monitor electrénico en forma de picos, los cuales pueden ser medidos manualmente o con
computadoras. Con este método es posible realizar cuantificaciones simultaneas de diversas
vitaminas siendo algunas de ellas carotenos, riboflavina, folatos, vitamina C, tiamina y
piridoxina. Se ha comprobado que el método es altamente especifico y no existen

interferencias de otros compuestos, por lo que se utiliza para analisis de rutina (44, 55, 50).
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c) Determinaciéon de Fenoles Totales por el Método de Folin-Ciocalteu

Los fenoles, al igual que las proteinas, reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau
para dar un complejo coloreado. Se utiliza una solucién de Na,CO; al 10 por ciento y se
emplea acido galico como estandar. El reactivo de Folin-Ciocalteu detecta todos los grupos
fendlicos encontrados en extractos y el contenido total de fenoles es calculado en equivalentes

de acido galico y comparado con una curva estandar del mismo (21, 57, 58).
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IV. JUSTIFICACION

En el organismo humano se encuentra una produccion equilibrada de radicales libres y
antioxidantes, pero algunas veces se produce un estrés oxidativo que incrementa la generacion
de radicales libres, causando a la vez un incremento en la produccién de antioxidantes
endbgenos para mantener ese equilibrio entre ambos. El estrés oxidativo puede ser
ocasionado por diversos factores: quimicos, xenobidticos, fisicos, farmacos, organicos y
metabodlicos. Algunas enfermedades degenerativas estan relacionadas con la produccién de
radicales libres, entre las cuales se encuentran cancer, cardiopatias, cataratas y aterosclerosis

(14).

Recientemente se ha promovido el consumo de frutas y vegetales en general, ya que
hay diversos estudios que demuestran que estos alimentos contienen gran cantidad de
antioxidantes, que pueden tener una funcién similar a la de los antioxidantes endégenos lo que
sugiere que al consumirlos se puede prevenir enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
Dentro de los estudios ya realizados no se ha reportado ninguna mediciéon de la actividad
antioxidante 7z vivo asociado a la ingesta de este tipo de alimentos, por lo que este estudio
pretendia establecer el efecto que genera la administracion oral de un extracto vegetal sobre los

niveles sanguineos de glutatiéon peroxidasa en ratas.

Para ésto se utilizé extracto de Solanum americanum, conocida cominmente como
quilete, ya que sus niveles de actividad antioxidante son elevados, ademas de que su consumo
es habitual en la poblacién guatemalteca. La enzima que se empleé como indicador es la
glutatién peroxidasa, ya que de las enzimas enddgenas antioxidantes, ya que es la que posee
una mayor amplitud de accién sobre los radicales libres. Esta convierte el peroxido de
hidrégeno y los perdxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que formen radicales
libres. El estudio se desarroll6 en ratas albinas hembras de la epecie Ratus norvergicus, cuyo
metabolismo es similar al del hombre y se utilizaron solamente hembras para evitar variaciones

debidas al sexo.
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V. OBJETIVOS

General:

Determinar el efecto de la administraciéon de extractos vegetales con actividad antioxidante

sobre los niveles sanguineos de glutatiéon peroxidasa en ratas.

Especificos:

Medir niveles enzimaticos en sangre de ratas que han recibido una administraciéon por via
oral de una dosis diaria de extracto de Solamun americanum — que posee actividad
antioxidante.

Evaluar la utilidad de la determinacion sérica de glutation peroxidasa para ser utilizada
como método para medir el efecto 7z vzvo de la ingesta de sustancias antioxidantes, en ratas

hembras de la especie Ratus norvergicus.



39

VI. HIPOTESIS

La administracion oral de extractos de Solamun americanun con actividad antioxidante
por un periodo de 21 dfas disminuye los niveles sanguineos de glutatiéon peroxidasa en ratas

albinas hembras de la especie Ratus norvergicus..
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO Y MUESTRA

1. Universo

Ratas albinas

2. Muestra
21 ratas albinas hembras de la especie Ratus norvergicus, con un peso aproximado de

350-400 gramos. Estas se dividieron en 3 grupos de 7 ratas cada uno:
e Primer grupo: Grupo control, solo se administré agua diariamente (1.5 ml).
e Segundo grupo: Se administr6 una dosis diaria de 0.0312g/Kg de peso (1.5 ml).
e Tercer Grupo: Se administré una dosis diatria de 0.312g/Kg de peso (1.5 ml).

Para calcular las dosis se tomé en cuenta que en el trabajo de Tesis elaborado por
Caballeros K., se determiné que 1 gramo de materia fresca es equivalente a 0.032 gramos de
extracto de S. americanum. Por lo que para administrar una dosis de 0.975 gramos de materia
fresca que es una catidad de hierba que la rata puede consumir normalmente fue necesario
administrar 0.0312 g de extracto/Kg de peso en la rata, asimismo se empleé una dosis 100
veces mayor por lo que al segundo grupo de ratas se les administr6 0.312 g de extracto/Kg de
peso que equivale 9.750 gramos de quilete; que es una cantidad que definitivamente una rata de
peso promedio de 300 gramos no consume en dia normal. Las dosis se establecieron de esta
forma, tomando en cuenta algunas dosis diarias de vitaminas para humanos, empero la dosis
dada a las ratas es mayor ya que se consider6 que la hierba no solamente contiene

antioxidantes sino también otros compuestos.

3. Unidad de muestreo:
Rata
4. Unidad observacional:

Sangre de rata
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RECURSOS

Humanos
Ingrid Ramirez Madrid Tesista
Dr. Rubén Velasquez Asesor

Encargado Bioterio Asesor-Técnico

Fisicos

Equipo

e Espectrofotometro (Milton Roy Spectronic 21D)

e Balanza analitica (Mettler H 35 AR)

e Balanza semianalitica (Mettler Toledo PB 303 Delta Range)
e Potenciémetro (Fisher Accumet pH Model 620)

e Rotavapor R 300 (Biichi Switzerland)

e Vortex (Mistral Mixer Lab-line)

e (Campana de extraccion

e Bafio de Maria

e Termdmetro

e Gradillas
e Horno
Reactivos

Determinacion de capacidad antioxidante total por el método de DPPH
e Metanol (EM Science para HPLC)

e 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (SIGMA)

e Hidroxido de sodio (Merck)

e Acetato de sodio anhidro (Merck)

e Acido acético glacial (Merck)

e Acido clorhidrico (EM Science p.a.)



e Agua destilada

Determinacion de fenoles totales por el método de Folin
e Reactivo de Folin Ciocalteu
e Carbonato de Sodio

e Acido Galico

Determinacion de V'itamina C

e FHstandar de Acido Ascorbico
e Buffer de Fosfatos

e Metanol HPLC

e Agua HPLC

Medicion de Glutation peroxidasa

Kit de Ransel Cat. No. RS 505 para medicion de Glutation Peroxidasa, que contiene

e Reactivo:

Glutatién 4mmol/1
Glutation reductasa >050/1
NADPH 0.28mmol/1

e Tampodn

Tampoén fosfato 0.05 mol/1, pH7.2
EDTA 4.3 mmol/1
e Hidroperéxido de cumeno 0.18 mmol/1

e Diluyente
e Reactivo de Drabkin
e Xantina oxidasa 80 U/I

Cristaleria
e Vaso de precipitar (100 ml, 250 ml y 1000 ml)
e Probetas (10 ml, 50 ml y 100 ml)

e Cubetas de lectura para espectrofotometro



Balones aforados (100 ml, 200 ml y 1000 ml)
Agitadores de vidrio

Tubos pyrex para 10 ml

Vidrios de reloj

Beakers

Material para Bioterio

e Jeringas con agujas

e (ajas especiales para extraccion de sangre en ratas

e Concentrado para ratas

e Aguja de acero inoxidable para administracion oral de ratas
e Guantes

e (Cajas para crianza de ratas

e Algodén

Otros

Micropipetas (5-40 pl, 50-200 ul, 200-1000 ul) (Seropette Stanbio Laboratory)
Micropipeteadores
Macropipeteadores
Tips

Papel mayordomo
Computadora personal
Hojas

Impresora

Tinta

Fotocopias

Acceso a internet

Folders con gancho
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2. Institucionales

e Depatamento de Bioquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
e Biblioteca, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

e Bioterio, Departamento de Farmacologfa, Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia.

C. PROCEDIMIENTOS

1. Preparacién del Extracto

Para preparar el extracto se selecciond la hierba Solanum americannm conocida
popularmente como quilete, ya que el trabajo de Tesis “Oprtimizacion de dos Métodos para
el Tamizaje de la Actividad Antioxidante de Extractos Vegetales” demuestra que el quilete
posee mayor capacidad antioxidante que la uva, la cual es una de las frutas que posee mayor

poder antioxidante (45).

En recipientes de vidrio herméticos se colocé y peséd entre 250-500 gramos de la
muestra vegetal fresca, se anadi6 etanol hasta cubrir la hierba y se maceré con un agitador de
vidrio. Los recipientes se protegieron de la luz, se saturaron con atmosfera de nitrégeno y
almacenaron por 4 dfas. Al cabo de los 4 dfas se filtré el etanol de cada recipiente y se
almaceno el filtrado en frascos ambar, con atmoésfera de nitrégeno, protegidos de la luz y en
refrigeracion. El residuo de la hierba se colocé de nuevo en el frasco al cual se afiadi6 etanol
hasta cubrir y el procedimiento de extraccion se repitié, todos los filtrados se adicionaron en el
mismo recipiente. HEste procedimiento se efectué hasta que el residuo no mostré color. El

peso seco del extracto se determiné para calcular el rendimiento.

Los extractos se evaporaron hasta sequedad en rotavapor a 40 °C: en un balén de 1
litro se afiadi6 500 ml de extracto que fue protegido de la luz y se situé el baléon en el
rotavapor. Al evaporarse casi totalmente el etanol se volvié a llenar el balén con el extracto,
esto se repitié hasta evaporar todo el extracto. Se invirti6 el balén con la materia seca boca
abajo en un recipiente ambar de boca ancha y previamente tarado. Luego de 20 minutos se

lavé el balén con etanol absoluto hasta que se extrajo toda la materia seca y se deposité la
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materia etanolica recuperada en el frasco ambar tarado. La materia etandlica recuperada en el
frasco ambar se sometié bajo corriente de nitrogeno hasta evaporar el etanol y posteriormente
se desecd totalmente el extracto en una desecadora. El frasco con la materia seca de la hierba
se almacend con atmosfera de nitrégeno, se protegié de la luz y se refriger6 hasta su uso. Por
ultimo se realiz6 las determinaciones de medicién de actividad antioxidante total, vitamina C,

fenoles totales, ademas se determiné el peso seco de la hierba (Ver anexo I-IV).

2. Seleccion de ratas y asignacion de tratamiento

Se pesaron todas las ratas y fueron divididas en tres grupos, cada grupo constituidos
por ratas de pesos similares. Se colocd una marca individual a cada rata en cada grupo para
conocer el peso de cada una de ellas. Ya formados los tres grupos, se les asigné el siguiente
tratamiento por 21 dfas:

e Grupo Control: se le di6 una dosis diaria de 1.5 ml de agua.

e Grupo 1: se administrd el extracto de la hierba en una dosis de 0.0312 g/Kg de peso de la
rata, disuelto en 1.5 ml de agua.

e  Grupo 2: se administré el extracto de la hierba en una dosis de 0.312 g/Kg de peso de la

rata, disuelto en 1.5 ml de agua.

3. Administracion del Extracto

Se prepararon las dosis para cada grupo de ratas de la siguiente forma (diariamente):

e Grupo control: para cada rata se midi6 1 ml de agua y anadir 3 gotas de Tween 80,
homogeneizar .

e  Grupo 1 (dosis 0.0312 g/Kg peso): segun el peso de cada rata, se peso la cantidad necesatia
de materia seca de la hierba y se reconstituy6é con 1 ml de agua y 3 gotas de Tween 80, ésta
se agitd en vortex hasta obtener solucién homogénea.

e Grupo 2 (dosis 0.312 g/Kg peso): segun el peso de cada rata, pesar la cantidad necesaria
de materia seca de la hierba y se reconstituyé con 1 ml de agua y 2 gotas de Tween 80, esta

se agitd en vortex hasta obtener solucién homogénea.
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Las dosis fueron administradas a cada grupo de la siguiente forma: para la administracién
oral a la rata, ésta se sostuvo firmemente de la piel del cuello por la parte de atras; asi la cabeza
de la rata se inmovilizo, abriendo asi la traquea de la rata. Se enroscé la jeringa llena de la
sustancia a administrar con la sonda de acero inoxidable, y se introdujo por un lado de la boca
hasta llegar al estbmago, y se penetré suavemente, si esto no ocurre se debe sacar la sonda y
volver a intentarlo. La descarga de la sustancia debe ser inicialmente despacio aumentando la
velocidad en un corto tiempo. Si la rata no muestra movimientos bruscos, entonces es una
buena administracién; en cambio si la rata se mueve demasiado y la solucién aparece en la boca

y en la nariz se debe suspender inmediatamente (50).

4. Obtencién de la Sangre y Medicién de Glutatiéon Peroxidasa

a) Extraccion sanguinea

La sangre se obtuvo en los dias 0, 7, 14 y 21 dias para medir la glutatiéon peroxidasa.

Para llevar a cabo la extraccion sanguinea se lleva a cabo el siguiente procedimiento:
e En un beacker de 500 ml calentar agua a 60°C.

e Limpiar la cola de la rata con algodén xilol o alcohol al 90%.

e Colocar la rata en una caja especial para extraccion sanguinea.

e Meter la colita de la rata dentro del agua caliente por 3 segundos aproximadamente, hasta

que la rata mueva la cola dentro del agua.
e Buscar la mejor vena en la cola de la rata y proceder a extraer 0.5 ml de sangre.
e Almacenar la sangre (por lo menos 0.5 ml como minimo) en tubo con heparina.

e Proseguir con la medicion de la enzima glutation peroxidasa
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Medicion de Glutation Peroxidasa

Reactivos

e Reactivo

Reconstituir el vial con el volumen apropiado de Tampoén. Estable durante 48 horas
entre 4 -8 °C u 8 horas entre 15-25 °C.

e Tampodn

Listo para usat. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se observa entre 2-8 °C.

e Hidroperdxido de cumeno

Diluir 10l con 10 ml de agua bidestilada y mezclar bien, agitando vigorosamente ya

que el cumeno es dificil de disolver. Debe utilizarse una solucién fresca preparada en el
dia. Concentrado es estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre 2-8
°C

Para medir el volumen de hidroperéxido de cumeno debe utilizar una pipeta con
accion de desplazamiento positiva y capilares de cristal.

e Diluyente

Reconstituir el contenido de un vial de diluyente 4 con 200 ml de agua bidestilada.

Estable durante 4 semanas cuando se oberva entre 2-8 °C 6 3 dias entre 15-25 °C.

Procedimiento

Longitud de onda 340 nm
Cubeta 1 cm de espesor
Temperatura 37°C

Medicién frente al aire



Pipetar en cubeta
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Macro

Muestra diluida

Reactivo blanco

Semimicro

Muestra diluida

Reactivo blanco

Muestra diluida
Agua destilada
Reactivo

Cumeno

0.05 ml

2.50 ml
0.10 ml

0.05 ml
2.50 ml
0.10 ml

0.02 ml

1.00 ml
0.04 ml

0.02 ml
1.00 ml
0.04 ml

Mezclar y leer la absorbancia inicial de la muestra y de reactivo blanco al cabo de un

minuto y empezar a cronometrar simultaineamente. Leer de nuevo al cabo de 1 y 2

minutos. Restar el valor obtenido para el blanco de la muestra.

Cilculos

Calcular la concentracién de glutation peroxidasa a partir de la siguiente férmula:

U/l de hemolizado = 8412 x A A 340 nm/minuto

e linealidad: si el cambio de la absorbancia excede a 0.1 a 340 nm diluir la muestra

con el diluyente, y multiplicar el resultado por el factor de dilucion.

e Los resultados se obtienen en U/1 de sangre entera.

5. Tabulacién y analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se realizé una tabulacién de los datos obtenidos

diariamente los dfas 0, 7, 14 y 21 (Ver Tabla en Anexo 5). Se efectué un analisis estadistico de

los resultados de los tres grupos por dia, a su vez de cada grupo durante los 21 dias. Los

resultados obtenidos se presentaron graficamente.
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d)

DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio

Segun el tipo de ocurrencia de los hechos y registros de la informacion:

Prospectivo

Segun el periodo y secuencia del estudio:

Transversal

Segun el control de las variables por el investigador:

Prueba no controlada

Segun el andlisis y alcance de los resultados:

Disefio totalmente al azar

Tamaifio de la muestra (niimero de réplicas)

Se calcul6 de la siguiente manera:

(numero de réplicas por tratamiento) nj = 2 Nc? 6% p

NC = nivel de confianza
A = limite de confianza
© = Varianza

A=n

AN =1’

nj = 21 réplicas

21/3= Tratas port tratamiento

49
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Analisis de Datos

Para realizar el analisis se llevo a cabo ANDEVA de medidas repetidas.

Se hizo un analisis en los siguientes aspectos:

Si la manipulacién para la administracién oral del extracto vegetal causé estrés
oxidativo y a su vez indujo un incremento en la enzima enddgena glutation
peroxidasa en el grupo control.

Al administrar extractos vegetales con actividad antioxidante se efectué una
proteccion contra el estrés oxidativo, lo cual disminuy6 el nivel endégeno de
glutatiéon peroxidasa.

Dentro de cada grupo de tratamiento se observaron los cambios con respecto al
tiempo en la enzima glutatién peroxidasa durante el transcurso de los 21 difas, las
mediciones se efectuaron los dfas 0, 7, 14 y 21.

Se evaluaron las diferencias encontradas dentro de los tres tratamientos para
observar los efectos que se desarrollaron durante la ingesta de extractos vegetales
con actividad antioxidante sobre la enzima glutatiéon peroxidasa.

St hubo respuesta, la determinacion puede ser usada como método para evaluar el
efecto in vivo de ingestion de sustancias antioxidantes.

Se utilizé6 una hierba con alta actividad antioxidante; a su vez se emplearon dos
dosis de la misma para asegurar que conforme mayor sea la ingestién de extractos
vegetales con antioxidantes sera mayor la disminucién de la enzima endégena.

Se determind si la enzima glutatiéon peroxidasa es un indicador del estrés oxidativo

en ratas.

Los resultados se expresaran de la siguiente forma:

Cantidad de Enzima Glutatiéon Peroxidasa: U/1 de sangre entera.
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VIII. RESULTADOS

Las ratas fueron sometidas a un tratamiento durante 21 dias, de los cuales en los dias 0,
7, 14 y 21 se midié la concentracién sanguinea de glutation peroxidasa. En la tabla 1 se
muestran las medias de los valores medios de glutatién peroxidasa/litro de sangre para cada
grupo en los dias indicados. En la figura 1 se muestra graficamente como los datos varfan para
cada grupo en el transcurso de los dias del tratamiento. Se puede observar que los niveles de
glutatiéon peroxidasa sanguinea del grupo control no variaron apreciablemente, mientras los
otros dos grupos muestran niveles de glutatiéon peroxidasa menores conforme transcurren los
dias, en especial en el grupo de la dosis de 0.312 g/kg de peso corporal. Los resultados para

cada rata en el transcurso de los dias se muestran en el Anexo V.

Tabla 1. Niveles de glutation peroxidasa sanguineos, expresados en unidades de la
enzima/litro de sangre para los tres grupos: control, dosis 0.0312 g/kg de peso corporal y

0.312 g/kg de peso corporal.

Unidades de glutation peroxidasa/litro de sangre Media + DS”

Grupo Control Grupo 0.0312 g/Kg Grupo 0.312 g/Kg
Dia 0 6011 £ 1676 8328 * 6021 6997 + 6365
Dia 7 0897 £ 4224 7637 £ 5570 6272 % 3940
Dia 14 6060 * 3337 3251 + 1051 2611+ 714
Dia 21 6159 = 578 3400 + 1297 2710 £ 964

*DS. Desviacion estandar
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Figura 1. Niveles de glutation peroxidasa para los tres grupos de ratas durante los dfas 0, 7,

14 y 21 de tratamiento.

Niveles Sanguineos de Glutatiéon Peroxidasa en Rata
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En la tabla 2 se presentan los resultados del analisis estadistico mediante una prueba de
varianza de dos vias. La tabla muestra los valores de probabilidad para el estudio completo
(modelo), y para las diferencias que pueden existir por efecto de la dosis (tratamiento) o por
influencia de los individuos (rata). Se puede observar que el tratamiento (administraciéon de
extractos) produjo diferencias en relacion al control, a partir del dia 14 de estudio (p = 0.0124).
Las diferencias en el modelo son significativas a partir del dia 21 (p = 0.0060), lo cual indica
que los niveles de glutatién peroxidasa fueron distintos para los 3 grupos (dosis 0.0312 g/kg de

peso y dosis 0.312 g/kg de peso y control).
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Tabla 2. Niveles de significancia (probabilidades) indicados por el analisis de varianza segun el

modelo, tratamiento e individuo.

Probabilidad segtin
Dia Modelo Tratamiento Rata
0 0.3222 0.1868 0.4116
7 0.7329 0.8687 0.5856
14 0.0561 0.0124* 0.2578
21 0.0060* 0.0002* 0.8504

* Diferencias significativas.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se determiné el efecto de la administracién oral de extractos
vegetales con actividad antioxidante sobre los niveles sanguineos de glutation peroxidasa en la
rata; para ello se emple6 extracto de quilete (Solanum americanum); que es de consumo popular

en Guatemala y de la cual ha sido reportada considerable cantidad de antioxidantes (45).

Como es posible observar en los resultados obtenidos, al inicio del experimento todos
los grupos presentaron gran dispersion de sus valores de glutatién peroxidasa sanguineos, con
porcentajes de coeficiente de variacion (desviacion estandar/media x 100) entre 70-90%. Esto
se puede explicar por varios factores que pudieron haber influido en los resultados, como lo
son: la dificultad para obtener la muestra, la falta de estandarizacién de la metodologia debido a
los pocos recursos econdémicos y lo oneroso de los reactivos, ademas de posibles limitaciones

de la misma.

Sin embargo durante el transcurso de los dias, se puede verificar que las mediciones
presentan desviaciones estandar menores, en especial en el ultimo dia (dia 21), donde los
valores de porcentaje de coeficiente de variacion son de 9% para el grupo control, 38% para el
grupo de dosis 0.0312 g/kg de peso y 35% para el grupo de dosis 0.312 g/kg de peso; los que

son sustancialmente menores en comparacion con los dias iniciales del estudio.

Se puede observar que los valores promedio para el grupo control variaron muy poco
durante el desarrollo del estudio, estos oscilaron entre 6011 y 6897. Para los dias 0, 7, 14 y 21
respectivamente, el grupo de la dosis de 0.0312 g/kg de peso los resultados fueron 8328, 7637,
3251 y 3400 U/l y para el grupo de la dosis de 0.312 g/kg de peso 6997, 6272, 2611 y 2710
U/L. Lo cual indica una disminucién de cerca de 40% de la enzima glutatién peroxidasa para
ambos grupos. Esto refleja la efectividad del tratamiento dado a las ratas para disminuir los
valores de glutatiéon peroxidasa. Los resultados del analisis estadistico, que se pueden observar
en la tabla 2, indican que la diferencia de los niveles de glutation peroxidasa entre los grupos
experimentales (dosis 0.0312 g/kg de peso y dosis 0.312 g/kg de peso) y el grupo control son
estadisticamente significativas (p = 0.0124) a partir del dia 14. Asimismo se puede observar

que el el dia 21 los valores de glutation peroxidasa sanguinea para los tres grupos (control,
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dosis 0.0312 g/kg de peso y dosis 0.312 g/kg de peso) son diferentes (p = 0.0060). Esto quiere
decir que 14 dias después de recibir una dosis diaria de extracto de quilete (entre 0.0312-0.312
g/kg de peso) se puede notar una disminucién en los niveles de glutation peroxidasa sanguinea

y que a partir del dia 21 el efecto se vuelve dependiente de la dosis.

El efecto sobre los niveles sanguineos de glutatién peroxidasa causados por la ingesta
de extractos vegetales con actividad antioxidante, sugieren que la metodologia empleada en
esta investigacion, puede ser utilizada para evaluar el efecto 7 vivo que la ingestion de sustancias

antioxidantes generan en el organismo

En la figura 1 se puede observar que las curvas dadas por el comportamiento de la
concentracion de glutation peroxidasa son bimodales ya que los valores de dicha enzima
aumentan del dfa 0 al dia 7, sin embargo los dias 14 y 21 se observa una disminucién de la
misma. Esto podria deberse a dos procesos: el primero consistente en la manipulacién diaria
de las ratas para la administraciéon de los extractos lo que causarfa un estrés oxidativo, y el
consiguiente incremento de los niveles de glutatiéon peroxidasa; y el segundo evento consistiria
en que en la sangre de la rata se alcanzan niveles estables de sustancias exégenas y por ende
dichas sustancias empiezan a tener un efecto significativo en el organismo disminuyendo los

niveles sanguineos de esta enzima.

La disminucién de glutatiéon peroxidasa en el organismo de las ratas puede
interpretarse como el aumento de la protecciéon de las sustancias antioxidantes de fuente
exégena, lo que hace de alguna forma innecesaria la expresion de los sistemas endogeno; ya
que dichos antioxidantes son empleados por las células corporales para eliminar los radicales
libres; por lo que la necesidad y la produccién de enzimas antioxidantes enddgenas se ve

diminuida lo cual se ve reflejado en la disminucién de esta enzima.

Para conocer la actividad antioxidante del extracto se midio su actividad antioxidante
total y los contenidos de fenoles totales y vitamina C. La actividad antioxidante total se midié

como IC;,, es decir, la cantidad de sustancia, expresada en miligramos, que se necesita para

reducir en un 50% la absorbancia de una soluciéon de 50 puM de DPPH. La relacion entre el
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IC,, y la actividad antioxidante total es inversamente proporcional, lo cual significa que una
sustancia posee mayor actividad antioxidante cuando requiere menor cantidad de miligramos
para reducir el DPPH. Los resultados analizados para el quilete fueron: IC;, de 1.01 mg de
extracto, fenoles totales 41.34 Eq de 4cido gilico/gramo de extracto y 11.74 ug de vitamina

C/gramo de extracto.

Al determinar la acciéon que ejerce la ingestion de extractos vegetales con actividad
antioxidante sobre los niveles de glutatiéon peroxidasa, se demostré que si hay una respuesta
significativa consistente en la disminucién de los niveles sanguineos de la enzima glutatiéon
peroxidasa. Por lo tanto el método desarrollado dentro de este trabajo, puede ser utilizado

como un método para evaluar el efecto de la ingestion de diversas sustancias antioxidantes.
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X. CONCLUSIONES

La ingesta de extractos etandlicos de quilete en dosis de 0.0312 g/kg de peso y de
0.312 g/kg de peso durante 21 dfas causa una disminucién del 40 % sobre los niveles

sanguineos de glutatiéon peroxidasa.

El efecto de la ingesta oral de antioxidantes exégenos sobre la concentraciéon sanguinea

de glutation peroxidasa en la rata se puede observar desde el dia 14.

Luego de 21 dfas de ingesta las variaciones de glutation peroxidasa sanguinea son

dependientes de la dosis.
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IX. RECOMENDACIONES

Emplear este método para evaluar el efecto que ejercen otras frutas y vegetales

sobre el estrés oxidativo.

Analizar el efecto que posee la ingestion oral de sustancias antioxidantes sobre los

niveles séricos de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa.

Estandarizar la metodologia en un proximo estudio para observar las desviaciones que

se obtengan de los resultados de la poblacién a estudiar.
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Determinacion de capacidad antioxidante total por el método de Difenilpicrilhidrazilo

DPPH

i Preparacion de reactivos:

Reactivo DPPH

V" Se preparar el volumen necesario de acuerdo a la relacién 0.00219 g de DPPH en

10 ml de metanol.

Amortignador acetato pH 6

V" Se pesa 2.72g. de acetato de sodio anhidro y disolverlo en 100ml de agua destilada
en balén aforado, el cual se almacena en frasco ambar sin refrigeracion.

v" Se pesa en un beacker 24 g. de NaOH vy disolver en 100 ml. de agua destilada, del

cual se obtiene una dilucion 3 N.

v Se mide 47.5 ml. de acetato de sodio y se agregan 2.4 ml. de 4cido 4cetico.

v Se ajusta la solucion a pH 6.0 con NaOH.

Para determinar la actividad antioxidante total se evaluala absorbancia a 517 nm de la

hierba. Con dicha evaluacién se establece si es necesario concentrar o diluir la hierba para

realizar una curva con concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1. En tubos rotulados se agrega

las siguientes soluciones en las cantidades indicadas:

Blanco Control Control de ensayo Ensayo
Buffer de acetatos (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0
Metanol (ml) 2.0 1.5 1.9 1.4
Muestra (ml) --- --- 0.1 0.1
DPPH (ml) - 0.5 --- 0.5
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Luego de agregar las cantidades necesarias en cada tubo de ensayo, este se debe agitar
en vortex por 30 segundos e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos y luego se lee la

absorbancia a 517 nm contra el blanco respectivo.

A partir de las absorbancias obtenidas calcular la concentraciéon del extracto utilizando
la siguiente férmula:

[ abs. Control - abs. Muestra] * 100 = %

abs. Control

Se obtienen los resultados y se grafica la concentracion del extracto en el eje X y las
absorbancias obtenidas en el eje Y, interpolando asi el valor de IC;, con la ecuacion:
IC,,= 50— b
M

De acuerdo a lo anterior se diluye, liofiliza o concentra dependiendo si el porcentaje es
mayor a 50% o menor a 50% respectivamente. Las diluciones realizadas deben abarcar un
potcentaje abajo y arriba del 50%. El IC,; se debe expresar por gramo de la planta para reducir

el 50% de DPPH.
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ANEXO II

Determinacion de Fenoles:

L Preparacion de Soluciones:
V" Se pesan 10 mg de sodio y se disuelve en 10 ml de agua destilada.
v" Se mide 1ml de 4cido gilico y se diluye en 9ml de agua destilada, se debe realizar la
preparacion de éste en el momento que se va a utilizar.

v Se preparan los tubos con las diferentes soluciones abajo citadas:

Se mide una curva patrén con estandares de acido galico de la siguiente forma:

H,O (ml) Acido galico (ml) Folin (ml) Na,CO;10% (ml)
Blanco 8.00 0 0.8 1.6
P, 3.975 0.25 0.4 0.8
P, 3.950 0.50 0.4 0.8
P, 3.900 1.00 0.4 0.8
P, 3.850 1.50 0.4 0.8
P 3.800 2.00 0.4 0.8
P 3.750 2.50 0.4 0.8

(=

La mediciéon de fendlicos de la hierba se efectia agregando a tubos rotulados lo

siguiente:
H,O (ml) Extracto (ml) Folin (ml) Na,CO;10% (ml)
M, 3.95 0.05 0.4 0.8
M, 3.90 0.10 0.4 0.8

Se mezcla cada tubo y se coloca en bafio de marfa a una temperatura de 90° — 100" C

por un minuto. Los tubos se enfrfan y la absorbancia de cada uno se lee a 765 nm.
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Los Eq de 4cido galico se calculan a partir de la curva patrén mediante una ecuacion de

la recta:

Eqécido galico = Abs—m
b
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ANEXO III
v Determinacién de vitamina C

1. Preparacion de Reactivos
v" Fase movil: Buffer de fosfatos y metanol en concentraciones de 95:5

v" Todos los reactivos a utilizar se filtran previo a iniciar las inyecciones.

1. Determinacion:
V" Se inyectan estindares de 4cido ascorbico para obtener una curva patron.
V" Se filtran los jugos utilizando membranas de 20pum de poro.

v" Se inyecta una cantidad adecuada de hierba.

Las areas obtenidas se integran a la siguiente ecuacion de la recta basada en la curva

patron para obtener los valores de vitamina C
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ANEXO IV

Determinacion del peso seco de la hierba

Se realiza por triplicado el siguiente procedimiento:

v" Introducir un vidrio de reloj en un horno a 100 °C por una hora, retirar y dejar que alcance
la temperatura ambiental en una desecadora (aproximadamente 15 min). Determinar el
peso del vidrio de reloj.

v" Repetir el procedimiento hasta obtener un peso constante.

v Agregar exactamente 1 gramo de la muestra y se lleva a 100 °C por una hora. Retirar del
horno y se introduce en una desecadora hasta que alcanza la temperatura ambiente
(aproximadamente 15 min). Determinar el peso.

V" Repetir el procedimiento hasta que se alcanza un peso constante.

v' Restar la tara y determinar el peso seco de la materia vegetal expresado como mg de

matetia seca/g de materia vegetal.



ANEXO V
Tabla 1. Mediciones de glutatién peroxidasa realizadas a cada grupo en el transcurso de los

21 dias.

Grupo Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Grupo Control Unidades de glutatién peroxidasa/litro de sangre
Rata 1 5173.38 1724.46 3448.92 6208.14
Rata 2 8967.19 5173.38 7242.73 6897.92
Rata 3 5863.16 4483.59 5173.38 6208.14
Rata 4 7242.73 5518.27 4138.70 5863.25
Rata 5 4483.90 14485.46 4138.70 6897.92
Rata 6 6208.05 6552.95 13105.90 5518.35
Rata 7 1724.46 10346.76 5173.38 5518.35
Media 3251.83 0897.83 6060.24 6158.87
Grupo dosis

0.312 g/kg Unidades de glutation peroxidasa/litro de sangre
Rata 1 9312.08 11036.54 2414.24 3104.11
Rata 2 1724.43 5518.27 2069.35 3104.11
Rata 3 20348.63 14830.36 3448.92 3793.89
Rata 4 2759.14 12071.22 2069.35 2759.22
Rata 5 5518.27 3104.3 2069.35 1379.65
Rata 6 4138.70 4483.60 3793.81 3449.00
Rata 7 5173.38 6208.06 2414.24 1379.65
Media 6996.38 6271.72 2611.32 2709.95
Grupo dosis

0.0312 g/kg Unidades de glutatién peroxidasa/litro de sangre
Rata 1 14140.57 19658.84 3793.81 2759.21
Rata 2 4483.59 4483.60 1034.68 2414.32
Rata 3 4483.59 3104.03 3793.81 2759.21
Rata 4 4138.70 4828.49 3104.03 4828.57
Rata 5 1379.76 5863.16 3104.03 5518.35
Rata 6 16209.92 7587.62 3793.81 2069.43
Rata 7 13450.79 7932.52 4138.70 3449.00

Media 8326.68 7636.89 3251.84 3399.73
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