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RESUMEN

El estudio del presente trabajo se realizd en los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia de la ciudad de Lima, donde se determind el efecto
antioxidante y hepatoprotector de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu®,
recolectadas en el distrito de Vinchos, regioén de Ayacucho.

La muestra recolectada se sometio inicialmente a un Screening Fitoquimico,
encontrando metabolitos secundarios como son los flavonoides, taninos vy
fenoles, destacando su presencia por su accidn farmacolégica. En la
determinacion del Efecto Antioxidante por el método de secuestramiento del
radical libre DPPH, se obtuvo un Porcentaje de Inhibicion mas alto de 76.81%, a
una concentracion de extracto hidroalcohdlico de 1000ug/mL, usando como
patréon a la vitamina C. En la evaluacion del efecto hepatoprotector mediante la
determinacion enzimatica del Glutamato-Oxalacetato-Transaminasa (GOT) y
Glutamato—Piruvato-Transaminasa (GPT), se utilizé 42 ratas albinas de la cepa
Holtzman, distribuidos aleatoriamente en 6 grupos de 7 ratas cada uno,
sometidos a un modelo experimental in vivo de hepatotoxicidad con paracetamol,
posteriormente se obtuvo suero sanguineo de las venas laterales del cuello, este
se sometié a un analisis y se obtuvieron los valores de transaminasa GOT y
GPT, en los resultados se observaron que los niveles de ambas transaminasas
disminuyeron considerablemente, mostrando el Baccharis genistelloides la
actividad mas alta a la concentracion de 250mg/Kg de extracto, el cual posee
mejor efecto hepatoprotector. Enkla determinacion de la Toxicidad Aguda (DLso),
el Baccharis genistelloides no presentd muestra de toxicidad siendo inocuo a las
dosis trabajadas.

Palabras clave: antioxidante, hepatoprotector, nivel de transaminasas,

Baccharis genistelloides.



L INTRODUCCION

El interés del estudio cientifico de nuestra flora peruana, se ha
incrementado debido a que nuestros recursos naturales son muy variados, estos
trabajos de investigacién llevan consigo el poder demostrar las propiedades
medicinales y asi tener una alternativa en la utilizacién de agentes terapeuticos
debido a que en la actualidad las personas recurren cada vez mas a la fitoterapia
para el fratamiento de sus afecciones (Chavez y col., 1996).

Cuando se estudia un determinado compuesto con el objeto de verificar si
el mismo podria actuar como antioxidante, corresponde discriminar muy bien
enfre la actividad antioxidante y las propiedades antioxidantes; o lo que es lo
mismo, la capacidad de retardar la degradacién oxidativa y la reactividad del
compuesto en estudio con radicales libres que puedan propagar una reaccion de
este tipo. Siendo susceptibles al dafio oxidativo érganos como el higado,
estomago, pUImén, corazon (Urquiaga y Leighton, 2000).

La degeneracion y envejecimiento celular son procesos normales del
organismo, pero se buscan detener eétos procesos a veces acelerados en
algunas personas, pues nos hace vuinerables a enfermedades que nos restan
fortaleza y la expectativa de vida.

El hombre posee érganos que cumplen funciones importantes para el

buen funcionamiento del organismo, como es el higado una glandula mas



grande del cuerpo que cumple procesos metabolicos, donde se metabolizan la
mayor parte de sustancias ingeridas como medicamentos y quimicos como el
alcohol, este ultimo ocasiona efectos nocivos o a veces irreversibles provocando
alguna alteracion hepatica. Por ello el interés de buscar agentes terapéuticos
que cumplan la funcién hepatoprotectora, es decir que protejan el higado de los
efectos nocivos de hepatotoxinas que el hombre ingiere, y como poder
contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa antirradicalario que
es de suma importancia (Highleyman y Franciscus, 2008)

Los flavonoides son conocidos por sus propiedades antioxidantes y de su
uso como hepatoprotector, conteniendo un grupo extenso de metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos y comunes en el reino vegetal, dotandole
de estas propiedades a la especie de Baccharis genistelloides por su riqueza en
flavonoides (Guerra, 1995) (Martinez y col., 2002).

La especie en estudio Baccharis genistelloides “gquimsa cuchu® es
utiizada fradicionalmente como purgativo a nivel del higado y vesicula,
antidiarreico, eficaz en desordenes digestivos, en gastroenteritis y actualmente
esta siendo conocido por su propiedad antioxidante, es por ello que se busca
contribuir como alternativa terapéutica garantizando el adecuado uso y manejo

de la medicina tradicional (Arroyo y col., 2000) (Fernandez y Nieto, 1982).



Los objetivos del presente trabajo fueron:
a. Objetivo General
- Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de Baccharis genistelloides

“quimsa cuchu” como antioxidante y hepatoprotector.

b. Objetivos Especificos

- Realizar el Screening fitoquimico de Baccharis genistelloides ‘“quimsa
cuchu”.

- Determinar la capacidad antioxidante a diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de Baccharis geniste//dides.

- Determinar la concentracién del extracto hidroalcohdlico de Baccharis
genistelloides que muestre mejor efecto hepatoprotector.

- Comparar la actividad antioxidante y hepatoprotector con los estandares de
Vitamina C y Silimarina respectivamente.

- Determinar la toxicidad aguda (DLso).



1. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Troncoso y Guija (2007), encontré efecto antioxidante y hepatoprotector
del extracto de Petroselinum sativum “perijil*, induciendo a intoxicacion hepatica
con paracetamol, demostrando asi el extracto un mejor efecto hepatoprotector
que el farmaco hepatoprotector (FHP).

Pérez y col. (2000), reportd la actividad antioxidante de un exfracto
natural de origen vegetal tanto in vitro como in vivo con similar comportamiento
al a-tocoferol que fue tomado como referencia.

Rojas (2001), encuentra actividad hepatoprotectora de los extractos
acuosos de Oenothera rosea “yawar socco”, inducido por un agente
hepatotdxico, los responsables de esta actividad es debido a presencia de
grupos flavonoides y fendlicos.

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica
que se ha utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los
remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e
incluso el uUnico recurso de que disponian los médicos. Esto hizo que se

profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen



propiedades medicinales y ampliar sus experiencias en el empleo de los

productos que de ellas se exiraen (Chavez y col., 1996).

2.2. ASPECTOS BOTANICOS
2.21. Baccharis genistelloides ‘“quimsa cuchu*
Clasificacion taxondmica: Se realizo segun el sistema de clasificacion de

Engler & Prantl, modificado por Melchior (Anexo N° 01), es como sigue:

DIVISION: ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE: DICOTILEDONEAE
SUB-CLASE: METACLAMIDEAS
ORDEN:CAMPANULALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Baccharis
ESPECIE: Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.

N. V.: “gquimsa cuchu”, “karkeja”

Fuente: Constancia del Herbarium Huamangensis.

2.2.2. Descripcion Botanica

Planta dioica, perenne, de color verde cenizo, es un subfritice de 30-
50cm. de altura, ramosa en la base, glabro y resinoso (Guerra, 1995).
Raiz. Es embrionaria, hipogea, de consistencia semilefosa, de duracion
perenne, esta raiz es axonomorfa, que se extiende horizontalmente dando
brotes de trecho en trecho (Guerra, 1995).
Tallo. Es erguido, delgado, de consistencia semilefiosa, forma cilindrica y de

investidura lisa. Bastante ramificado y nudosis de apariencia triangular por el



desarrollo de tres hileras (alas). Foliaceas glabras, que desempefian la funcion
de hojas normales, con puntuaciones glandulares (Arroyo y col., 2004) y (Guerra,
1995).

Hoja Modificada. Segun la forma de la [amina es aovada u oblanceolada, el
apice es agudo por la base es cuneada, y su margen es entero, la contextura es
membranacea, el peciolo se encuentra ausente, su venacion es camptodroma
del tipo branquidroma. La nudosis se presenta cada dos alas foliaceas en forma
de espiral centripeta normalmente, es alli donde nace una inflorescencia o una
ramificacion, no se presentan uniones de tres alas (Guerra, 1995).
Inflorescencia. Son capitulos rodeados de bracteas involucrales numerosos a lo
largo de las ramitas superiores de color blanco acaramelado, formando falsas
espigas laxas, que nacen en los nudos o en el apice. Hay capitulos masculinos
y capitulos femeninos. Los capitulos femeninos presentan involucro cilindrico de
bracteas lanceoladas y oblongas agudas o semiobtusas de color pajizo. Mientras
gue los capitulos masculinos son de bracteas anchas, obtusas de color pardo
claro en la base (Gene y col. 1996).

Flor. Las flores son tubulares actinomorfas y pentameras; Las flores femeninas
presentan corola filiforme, caliz formado por un vilano representado por un
penacho de pelos lisos y delgados, gineceo de ovario infero, bicarpelar y
unilocular, estilo filamentoso con dos ramas estigmaticas; las flores masculinas
presentan corola tubulosa pentalobada blanca, caliz formado por papus grueso
y crespo en la base y en las puntas, estambres en nimero de cinco fusionados
en las anteras.

Fruto. Aquenio de forma filiforme, de costados glabros, presencia de surcos
laterales y un anillo en el reborde apical, con presencia de papus blanco

uniseriado (Guerra, 1995).



2.2.3. Habitad y Distribucion Geografica

El Baccharis genistelloides es una especie herbacea ampliamente
distribuida en la zona altoandina del Peri, Bolivia, Ecuador, Colombia, norte de
Argentina sur de Brasil (regiones montafiosas), donde su rango altitudinal va
desde los 2000 a los 4000 m.s.n.m (Guerra, 1995).

Se caracterizan porque se desarrollan mejof en climas himedos,
desarrollandose asi por encima de los matorrales subhimedos y presenta gran
cantidad de arbustos ocupando la parte alta de los bosques montanos, su suelo
preferido es de tipo arenoso, pero que se encuentre formando ciénagas (Gene,
1996) (Comun, 2001).

Este matorral se caracteriza por presentar arbustos de hojas tipicamente

coriaceas. Los arbustos alcanzan los dos metros.

2.2.4. Formas de Utilizacion:

Los pueblos indigenas, han utilizado esta hierba por siglos para curar
enfermedades comunes. Sus aplicaciones en medicina herbaria, fueron
registradas en el Brasil en 1931 por Pio Correa, que escribié acerca de una
infusion de Baccharis genistelloides, utilizado para la esterilidad en mujeres e
impotencia en los hombres. Correa lo describié atribuyéndole las caracteristicas
terapéuticas de un ténico amargo, febrifugo, y estomaquico, con las aplicaciones
para la dispepsia, la gastroenteritis, las enfermedades del higado y la diarrea.

En medicina herbaria peruana, se utiliza para las dolencias del higado,
los calculos biliares, la diabetes, las alergias, el gas y la hinchazén intestinal, y
las enfermedades venéreas.

Otras aplicaciones populares en medicina herbaria son tratar la malaria,

la diabetes, Ulceras del estémago, la garganta y la tonsilitis dolorida, la angina, la



anemia, la diarrea, la indigestion, la inflamacion urinaria, hidropesia, desordenes
del rifidn, gusanos intestinales, la lepra, y la mala circulacion sanguinea (Arroyo

y col,, 2000) (Fernandez y Nieto, 1982).

2.2,5. Composicion Quimica y Valor Nutricional -

Baccharis genistelloides es rica fuente de flavonoides. Ciertos
flavonoides, tales como silimarina, han demostrado caracteristicas higado-
protectoras y se utilizan para muchas condiciones del higado en sistemas
herbarios de la medicina. Contiene flavonoides hasta un 20%, incluyendo la
quercetina y la luteolina. Los flavonoides se consideran los componentes activos
principales del gimsacucho. En 1994, los cientificos demostraron que estos
productos quimicos tenian efectos méximos contra gusanos. Esto podia explicar
posiblemente el uso del quimsa cuchu como agente de expeler gusanos
intestinales (Guerra, 1995).

Los principales compuestos que mas destacan en el género Baccharis
son los flavonoides, diterpenos de nucleo clerodanos, labdanos, también se ha
observado con cierta frecuencia la presencia del diterpeno kaurano, triterpenos,
lactonas sesquiterpenicas de nucleo germacreno, acidos cumaricos,

tricitesenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides (Gonzaga y col.,, 2005)

)
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Figura N° 1. Flavonoides y diterpenos del género Baccharis (Gonzaga y col.
2005)

Los diterpenos constituyen moléculas de 20 carbonos que se presentan
en forma de hidrocarburos, alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos.
Son compuestos que se encuentran ampliamente en el género Baccharis y que
muestran actividad antitumoral, biocida, antiinflamatoria, etc. También se ha
determinado la presencia de ftriterpenos derivados del acido oleandlico con
actividad bioldgica repelente de insectos. Los flavonoides junto con los
diterpenos son los compuestos de kmayor ocurrencia en el género Baccharis y
son considerados como marcadores taxondmicos det género. Normalmente se
encuentran al estado libre, caracteristico de la Familia Asteraceae. Se han
detectado en 298 casos con 109 compuestos diferentes, siendo 24 flavanonas y
85 flavonas. La mayoria de las actividades biolégicas atribuidas a las especies

del género Baccharis se atribuyen a estos compuestos (Gonzaga y col.,, 2005).



2.2.6. Parte Utilizada

Un gran porcentaje de la poblacion utiliza la planta para curarse de
algunas dolencias siendo una de las plantas medicinales mas extensamente
conocidas en el Pert y diferentes partes de América del Sur (Comun, 2001).

Se utiliza la parte aérea de la planta para la preparacion de infusiones,
tinturas y otros.

La poblacion utiliza su riqueza natural convenientemente es asi que
considera al quimsa cuchu como seguro y no toxico.

Esta especie fue propuesta en la categoria de “cerca de peligro”, debido a
su uso comercial como planta medicinal utilizada para enfermedades hepaticas

(Arroyo y col., 2004)

2.3. ESTRES OXIDATIVO

La produccion de las Especies Reactivas del Oxigeno (EROs), entre ellas
radicales libres, es un proceso natural, inevitable y constante; un continuo
biologico. Todas las células, independiente de su tipo, estan permanentemente
produciendo estas moléculas con electrones desapareados. El dano que los
radicales libres provogquen en los diferentes tejidos depende del balance entre
EROs y las defensas antioxidantes de que dispone el organismo humano.

El sistema antioxidante provee al organismo de defensas contra la accion
dafina de los radicales libres. Estas defensas son mudltiples, variadas y operan
en diferentes niveles y momentos. La salud de las personas se relaciona con el
adecuado balance oxidativo. Es decir, que radicales libres y antioxidantes se
equilibren de modo tal que se minimice el dafio y se retarde la aparicion de
enfermedades. El estrés oxidativo, sin embargo, ocurre en los organismos que,
por mala nutricidn, enfermedad u ofras causas, pierden el equilibrio entre

radicales libres y antioxidantes (Urquiaga y col., 2000).
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Estrés oxidativo, se define como una situacién en la que existe tanto un
aumento en la velocidad de generacion de especies reactivas del oxigeno, como
una disminucion de los sistemas de defensa, lo que resulta en una mayor
concentracion, en estado estacionario, de EROs. Es en esta situacion de estrés
oxidativo, en la que se manifiestan las lesiones que producen los radicales libres.
Estos reaccionan quimicamente con lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN al
interior de las células, y con componentes de la matriz extracelular, por lo que
pueden desencadenar un dano irreversible que, si es mQy extenso, puede llevar
a la muerte celular.

Numerosas enfermedades han sido vinculadas a estrés oxidativo. En la
actualidad se tienen evidencias, que permiten postular mecanismos a través de
los cuales se produce, por ejemplo, la ateroesclerosis. El desbalance entre
oxidantes y antioxidantes esta asociado a la fisiopatologia de ateroésclerosis,
cancer, porfirias, cataratas, sobrecarga de hierro y cobre, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer y otras demencias, diabetes, maléria,
artritis, enfermedades autoinmunes, inflamaciones croénicas y otras. Asimismo, el

proceso biolégico del envejecimiento se acelera en relacion directa con la

magnitud del estrés oxidativo.

2.4. FLAVONOIDES

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y
que protegen al organismo del dafo producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacién o en

forma de suplementos. Estdn ampliamente distribuidos en plantas, frutas,

11



verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la
parte no energética de la dieta humana.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica, un nimero variable
de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.
Por ello, desempefan un papel esencial en la proteccion frente a los fendémenos
de dano oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer.

Sus propiedades anti-radicales libres, se dirigen fundamentalmente hacia
los radicales hidroxilo y supenékido; especies altamente reactivas implicadas en
el inicio de la cadena de peroxidacién lipidica y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostancide y anti-
inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboticos) y de
proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la
placa de ateroma).

Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides
presentan ofras propiedades que incluyen, la estimulacion de las
comunicaciones a través de las uniones en hendidura, el impacto sobre la
regulacion del crecimiento celular y [a induccion de enzimas de destoxificacion
tales como las monooxigenasas dependientes de citocromo P-450, entre otras

(Martinez y col., 2002).

2.41. Accion antioxidante de los flavonoides

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes
en los sistemas biolégicos fue ya reconocida hace varias décadas pero hasta
hace poco tiempo que su mecanismo antioxidante tuvo un creciente interés

debido a que los flavonoides presentan una amplia actividad farmacolégica.

12



Pueden unirse a los polimeros biologicos, tales como enzimas,

transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos transitorios, tales
2, ~2 52

como Fe“ ' Cu® ' Zn* ' catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales
libres. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias
tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera
estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser
destacadas son su accion antiviral y antialérgica, asi como sus propiedades

antitrombética y antiinflamatoria (Martinez y col., 2002).

2.5. EL HIGADO

El higado es el érgano interno mas grande e importante del cuerpo, se
encarga de cerca de 500 funciones organicas. Juega un papel en la digestion, en
el metabolismo del azucar y las grasas, e incluso en el sistema inmunitario.
Procesa préacticamente todo lo que comemos, respiramos o absorbemos a través
de la piel.

Alrededor del 90% de los nutrientes del organismo procedentes de los
intestinos pasan por el higado. El higado convierte los alimentos en energia,
almacena nutrientes y produce proteinas sanguineas.

Ademas, actua como filtro para eliminar patégenos y toxinas de la sangre.
En los fetos en formacion, los hematies se producen en el higado (Highleyman y
Franciscus, 2008).

2.5.1. Desintoxicacion

El higado desempefia un papel crucial en la eliminacion de sustancias
nocivas para €l organismo, tales como alcohol, drogas y farmacos, disolventes,
pesticidas y metales pesados. Cuando nos exponemos a niveles elevados de

estos productos quimicos, el higado puede verse saturado.
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Muchos farmacos, incluso algunos sin receta como el paracetamol, éasi
todos los medicamentos anti-VIH y ciertos remedios de plantas medicinales, se
metabolizan en el higado y pueden causarie danos. Es preciso tener especial
cuidado a la hora de combinar multiples farmacos o plantas medicinales. Si el
higado resulta dafiado no es capaz de descomponer y excretar los farmacos con
eficiencia, lo cual puede aumentar excesivamente los niveles de medicamento
en la sangre e intensificar los efectos secundarios (Highleyman y Franciscus,
. 2008).

2.5.2. Darios hepaticos

Teniendo en cuenta la cantidad de funciones vitales que realiza el higado,
no es sorprendente que las lesiones hepaticas afecten a casi todos los sistemas
organicos, entre ellos al digestivo, endocrino, cardiovascular € inmunitario. A
medida que el higado va sufriendo dafos, el tejdo normal se va volviendo
fibroso (fibrosis), graso (esteatosis) y cicatrizado (cirrosis). Cuando el érgano
estd demasiado lesionado, pierde la capacidad de desempenar sus funciones.

El tejido cicatrizado puede impedir que la sangre fluya a fravés del
higado, haciéndola retroceder. Esto puede causar hipertension portal (tension
alta), varices (vasos sanguineos estirados y debilitados) en el eséfago y el
estomago, y hemorragias internas. Cuando las lesiones hepaticas son graves
también puede aparecer ascitis (acumulacion de fluidos en el abdomen), edema
(fnflamacién de brazos y tobillos) y danos renales.

Las personas que sufren dafos hepaticos durante mucho tiempo pueden llegar a

tener cancer de higado (Highleyman y Franciscus, 2008).

2.6. HIGADO Y FARMACOS
Siendo el principal 6rgano metabolizador de farmacos, la mayoria de

estos pasan por el higado para ser biotransformados en sustancias que se
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excreten con facilidad. Las alteraciones hepaticas reducen el metabolismo de los

farmacos, y a su vez, este dérgano es muy sensible a la accion de los

medicamentos los cuales muchos de ellos producen alteraciones hepaticas.

Estas alteraciones muchas veces son subclinicas, es decir, solo se detectan al

hacer pruebas de laboratorio. Otras veces las alteraciones inducidas dan lugar a

sintomas de dafo hepatico.

La toxicidad hepatica inducida por los farmacos puede ser:

a.

b.

Interferencia con el metabolismo de la bilirrubina.

Farmacos como la novobiocina y ciertos derivados de la testosterona,
son capaces de inducir la aparicién de ictericia por el mecanismo.

Lesion directa de la célula hepética.

Ciertos farmacos son téxicos de accion directa sobre el hepatocito y
pueden producir toxicidad dosis dependiente, es decir, a mayor
exposicion al farmaco, mas probabilidad de que aparezca lesion hepéatica.
Entre los farmacos que pueden inducir esta toxicidad, se encuentran las
tetraciclinas, paracetamoal, citostaticos, etc.

Reacciones alérgicas.

Estas reacciones no son previsibles y pueden aparecer con una
sintomatologia parecida a la hepatitis o como un cuadro similar a la
ictericia obstructiva. En el primer caso la reaccion no se distingue de la
hepatitis viral aguda. Su aparicién no estd relacionada con fa dosis
aunque es mas frecuente después de multiples exposiciones. Son
farmacos capaces de inducir estas reacciones el halotano, isoniacida,

etionamida y los inhibidores de la MAO (Highleyman y Franciscus, 2008).
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fl. MATERIALES Y METODOS

3.1.  UBICACION

El presente trabajo de investigacion, se llevé a cabo en los Laboratorios
de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia; durante los meses de Abril a Agosto del

2008, en la ciudad de Lima.

32. MATERIALES
3.2.1. Poblacién

Baccharis genistelloides ‘“quimsa cuchu” del distrito de Vinchos,
provincia de Huamanga, region de Ayacucho.
3.2.2. Material biolégico
a) Material vegetal

Se colectaron aproximadamente 2 Kg. de la parte aérea de Baccharis
genistelloides “quimsa cuchu” en los alrededores del distrito de Vinchos,
provincia de Huamahga, region de Ayacucho, ubicada a 3450 m.s.n.m., durante

los meses de febrero y marzo del 2008.
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La planta herborizada, fue identificada por la Bidloga Laura Aucasime
Medina, dicha muestra se encuentra en el Herbario de Plantas Medicinales
“Herbarium Huamangensis®, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

b) Unidades Experimentales

Para el trabajo de investigacion, se emplearon 50 ratas machos Ratus
nocvergicus de la Cepa Holtzamn (190 - 250 g), de 3 meses de edad.
Procedentes del Bioterio de los Laboratorio de Investigacion y Desarrolio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El acondicionamiento de las ratas es adecuada a una temperatura
ambiente, en jaulas de material plastico con techos de rejilla de acero inoxidable,

a cuales se les alimento y suministro agua, ad libitum.

3.3. DISENO METODOLOGICO
3.3.1. Preparacion del Extracto Hidroalcoholico

La planta colectada, previamente se secd a la sombra en un lugar con
adecuada ventilacion y se molieron en un molino de cuchillas, hasta obtener un
polvo fino para su conservacion y estudio.

Se peso 1 Kg. del material vegetal y se extrajeron exhaustivamente con 7
litros (aprox.) de etanol al 80% mediante maceracion por una semana y con
agitacién permanente, con el objetivo de obtener el mayor rendimiento posible.
Posteriormente se procedidé al proceso de filtrado con papel Whatman N° 40,
seguidamente se concentro el fitrado a una presion reducida (133 mmHg

aprox.) por medio de un rotavapor a temperatura menor de 40° C, a sequedad.
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3.3.2. Screening Fitoquimico del Baccharis genistelloides
La identificacion de metabolitos secundarios presentes en el Baccharis
genistelloides, se efectio de manera cualitativa empleando reacciones de

coloracion, descrita segun el procedimiento de Lock (1994).

3.3.3. Determinacién de la Actividad Antioxidante mediante la captacion
del Radical Libre DPPH (Rivero y Betancort, 2006).
a. Fundamento: Tiene como finalidad evaldar la capacidad que tiene un posible
antioxidante para neutralizar un radical. El compuesto 1,1-difenil-picrithidrazil
(DPPH) es un radical estable que presenta una intensa coloracion violeta y que
absorbe radiacion a 517 nm, de forma que su concentracion se puede
determinar mediante métodos espectrofotométricos.
b. Procedimiento: Para la determinacion de la actividad antioxidante, se
procede a la realizacion de los tratamientos:
Tratamiento 1: Control
Tratamiento 2: Extracto Hidroalcohdlico 31.25 ug/mL
Tratamiento 3: Extracto Hidroalcohdlico 62.5 ug/mL
Tratamiento 4: Extracto Hidroalcohdlico 125 ug/mL
Tratamiento 5: Extracto Hidroalcohdlico 250 ug/mL
Tratamiento 6: Extracto Hidroalcohdlico 500 ug/mL
Tratamiento 7: Extracto Hidroalcohélico 1000 ug/mL
Tratamiento 8: Control positivo (Vitamina C) 0.14 ug/mL

Cada uno de estos tratamientos se realizé por triplicado, posteriormente
se tomb y evalud la lectura de la absorbancia a 517nm como se indica en el

diseno experimental.
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¢. Diseno experimental:

Disefio experimental de la determinacion de la actividad antioxidante.

TRATAMENTOS | 71 | T2 | T3 | T4 | 15 | 16 | 17 | 78

REACTIVOS (mL) | (mL) | (mL) | (mL) | (mL) | (mL) | (mL) | (mL)
DPPH 2 2 2 2 2 2 2 2
MUESTRA -- | 005 ] 005|005 )| 005|005 005 --

Vitamina C -.- - -- - SO B -- | 0.05
ETANOL 0.05 | -- - -- -.- -.- - -

Incubar por 30 minutos protegido de la luz, para luego evaluar la
disminucion de la absorbancia a 517nm en un espectrofotometro.
Para iniciar la lectura de las muestras se utiliza un blanco con metanol

para ajustar el espectrofotometro.

d. Determinacion del porcentaje de inhibicion:
Se procedid al calculo del porcentaje de inhibicion, indicando cuanta
capacidad de captacion de los radicales libres presenta la muestra

comparativamente con el estandar que viene a ser la Vitamina C.

A Ao—Ae
% INHIBICION = [——;‘—*] X 100
e}

Donde:
Ao = Absorbancia sin extracto.
Ae = Absorbancia con extracto o estandar.
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3.3.4. Determinacion de la Actividad Hepatoprotectora

Se aplicara el disefio completamente randomizado.
a. Fundamento: Se determina la actividad enzimatica de Glutamato Oxalacetato
Transaminasa (GOT) y Glutamato Piruvato Transaminasa (GPT) en suero,
realizandose por el método colorimétrico utilizando un espectrofotometro UV.

. La GOT cataliza la siguiente reaccion:

GOT

L - aspartato + o - cetoglutarato— glutamato + oxalacetato

. La GPT cataliza la siguiente reaccion:

GPT

L - alanina + o - cetoglutarato — glutamato + piruvato

El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en
piruvato), reacciona con la 2,4 — dinitrofenilhidracina produciéndose en medio

alcalino, un compuesto coloreado que se mide a 505 nm.

b. Procedimiento:
b.1. Induccién de dafio hepatico por paracetamol (SONG-CHOW, 1994)

Los animales de experimentacion seran mantenidos en ayuno por dieciséis
horas antes de realizar el experimento.

Los animales se pesaron y separaron en 6 grupos experimentales de 7 ratas
cada uno:

- El grupo A, recibe el 2% de Carboximetil celulosa (CMC), a una dosis de

10 mL /Kg., por via oral, considerando como control negativo.
- El grupo B, recibié el Paracetamol (600 mg/Kg en 2% de CMC, a dosis de

10 mL/Kg), via oral, considerando como grupo testigo.
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- El grupo C, recibié Silimarina (25 mg/Kg en 2% de CMC, a dosis de
10mL/Kg), via oral 2 horas después de administrado el Paracetamol
considerado como grupo control positivo.

- El grupo D, recibi6 extracto hidroalcohdlico 100 mg/Kg, en 2% de CMC, a |
dosis de 10 mL/Kg.

- El grupo E, recibié extracto hidroalcohdlico 250 mg/Kg, en 2% de CMC, a
dosis de 10 mL/Kg.

- - El grupo F, recibié extracto hidroalcohdlico 500 mg/Kg, en 2% de CMC, a
dosis de 10 mL/Kg.

El extracto hidroalchdlico de Baccharis genistelloides a diferentes dosis
se administré por via oral ‘2 horas después de administrar el paracetamol,
pasado las 24 horas después de administrar el paracetamol las ratas fueron

sacrificadas.

b.2. Determinacién de los niveles séricos de transaminasas GOT y GPT

Después de sacrificar las ratas se tomaron aproximadamente 5 mL de
sangre por animal directamente de las venas laterales del cuello. La sangre
obtenida se céntrifugé a 3000 rpm por 10 minutos, se extrajo el suero en tubos
de ensayo debidamente tapados y protegidos de la luz. Para la determinaciin de
GOT y GPT se emplearon el Set de reactivos Transaminasas 200 marca Wiener.
b.2.1. Determinacion de GOT (Transaminasa Glutamica Oxalacética)

La determinacion de GOT se realizé por el método de reacciones

acopladas, analizandose mediante colorimetria utilizando espectrofotémetro UV.

1. Reactivos provistos
- Sustrato GOT: solucién con 100 mM de l-aspartato y 2 mM de o-

cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4. (Listo para usar)
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— Reactivo 2,4-DNFH: solucién  conteniendo

mmol de

dinitrofenilhidracina en acido clorhidrico 1 mol/l. {Listo para usar)

—~ Diluyente para Enzimas concentrado: solucion de hidréxido de sodio 4
mol/l. (Preparar el Diluyente para Enzimas concentrado diluyendo a 1 litro

con agua destilada segun las indicaciones del rétulo).

2. Reactivos no provistos

Agua destilada.

3. Procedimiento

La lectura de cada muestra se realizo -en un espectrofotometro

cumpliéndose las siguientes condiciones:
— Temperatura de reaccion: 37° C
— Tiempo de reaccion: 40 minutos

~ Espesor de la cubeta: 1 cm

TRANSAMINASA
REACTIVOS

GOT

TUBOS - BLANCO

MUESTRA

Sustrato 0.5 mL

0.5mL

Colocar en bafio Maria a 37° C +- 0.5° C por unos minutos.

Suero. -

100ul

Agua Destilada 100ul

Mezclar por agitacion suave e incubar exactamente 30 minutos y agregar:

Reactivo 2,4 DNFH 0.5 mL

0.5 mL

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37° C. Luego agregar:

Diluyente de enzimas 5mL

5mbL

Mezclar por inversion y retirar del bafio Maria.
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Después de 2 minutos leer la absorbancia en espectrofotémetro a 505
nm, llevando el aparato a cero con agua destilada (los valores de las
absorbancias fueron utilizados para los célculos respectivos).

El color de la mezcla de la reaccion final es estable durante 30 minutos
por lo que la absorbancia debe ser leida dentro de ese lapso.

Los datos de absorbancia de la tabla de conversiones, para el calculo de
los resultados de GOT, proporcionada por el Set de Reactivos Wiener se indica

en el Anexo N° Q9.

b.2.2. Determinaciéon de GPT (Transaminasa Glutamica PirGvica)
La determinacion de los niveles de GPT se realizé también por el método

de reacciones acopladas.

1. Reactivos provistos
— Sustrato GPT: solucion con 200 mM de di-alanina y 2 mM de a -
cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4.
— Reactivo 2,4-DNFH: solucién conteniendo 1 mmol de 24-
dinitrofenilhidracina en acido clorhidrico 1 mol/l. (Listo para usar)
— Diluyente para Enzimas concentrado: solucion de hidroxido de sodio 4
mol/l. (Preparar el Diluyente para Enzimas concentrado diluyendo a 1 litro

con agua destilada segun las indicaciones del rétulo).

2. Reactivos no provistos

Agua destilada.
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Nota: La preparacion, el andlisis de las muestras, lectura y calculo de GPT (U/L),
se procedio igual que GOT.

Los datos de absorbancia de la tabla de conversiones, para el calculo de
los resultados de GPT, proporcionada por el Set de Reactivos Wiener se indican

en el Anexo N° 09.

3.3.5 Determinacién de la Toxicidad Aguda DL5o
Para el ensayo se emplearon 30 ratas machos de la Cepa Holtzamn.

Se evalud el efecto del extracto hidroalcohdlico administrado por via oral, los
animales se encontraban entre 220 g -230 g de peso, los cuales fueron divididos
en 6 grupos, cada grupo consta de 5 ratas, siendo uno de ellos el grupo control,
las dosis variadas de extracto hidroalcohdlico (0.250 g/Kg, 0.500 g/Kg, 1 g/Kg, 2
g/Kg, 5 g/Kg) fueron administrados por via oral empleando una sonda
nasogastrica metalica. Las diluciones del extracto fueron realizadas con agua
destilada. La mortalidad fue observada a las 72 horas, tiempo en el cual los

animales tuvieron acceso a comida y agua normalmente.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico los resultados fueron procesados y expresados
como la media +- error estandar. Asi mismo, se realizdé pruebas estadisticas de

ANOVA y TUKEY para ver la significancia de los resultados (p<0.05).
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Iv. RESULTADOS

Cuadro N°® 01. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etéreo,

alcohdlico y acuoso de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu®.

gnEEgSIEg klglg ENSAYO (Rx.) EEt. | EA | EAc.
Aceites y grasas Sudan il +++ - -.-
Alcaloides Dragec\fao;féyayer’ - i ]
Antraquinonas Borntrager -.- ++ -.-
Azlcares reductores Fehling -- ++ ++
Flavonoides Shinoda -- +++ ++
Glicdsidos cardiotdnicos Kedde - + .-
Lactonas y cumarinas Baljet + + .-
Mucilagos Mucilagos - - -
Principios Amargos Principios amargos -.- - ++
Resinas Resinas - ++ --

Saponinas Espuma -- ++ +++
Taninos y fenoles Tricloruro férrico -- +++ ++
Triterpenos y esteroides | Lieberman-Burchard + + -.-

Rx : Reaccion
(+ : Positivo
(-) : Negativo
(+) :Leve

(++) : Moderado
(+++) :Fuerte

E.Et
EA.

EAc.

(--)
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: Extracto etéreo
: Extracto alcohdlico
: Extracto acuoso

: Ensayo no realizado




Cuadro N° 02. Metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcoholico al 80% del Baccharis genistelloides “quimsa cuchu®.

METABOLITOS

SECUNDARIOS- ~| FNSAYORX) | BXb | CARACTERISTICAS
Dragendorff, Mayer,
Aicaloides Y ] SRx.
Wagner.
Antraquinonas Borntrager + Precipitado rojo
Flavonoides Shinoda ot Precipitado guindo
Lactonas y cumarinas Baljet ++ Fluorescencia roja
Taninos y fenoles Tricloruro férrico ++4+ | Precipitado verde oscuro
Triterpenos y esteroides | Lieberman-Burchard + Formacion tEie anillo
naranja

Saponinas Espuma - Formacion de espuma
Rx : Reaccion Ext.Hid. ; Extracto hidroalcohdlico
+) : Positivo SRx. :Sin reaccién
) : Negativo
(+) : Leve
(++) : Moderado

(+++) :Fuerte
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% de Inhibicién

31.25 62.5 125 250 500 1000 014

Concentracion (ug/ml)

i  Extracto O Control (Vitamina C)

Grafico N° 01. Efecto antioxidante expresado en el porcentaje de inhibicién
de radicales libres con respecto a la concentracién de Baccharis

genistelloides “quimsa cuchu”.
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Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F

GRUPOS

T R

Grupos:

A= Control D = Paracet. 600mg/Kg+ Ext Hid. 100mg/Kg

B = Control negativo (Paracet. 600mg/Kg) E = Paracet. 600mg/Kg + Ext. Hid. 250mg/Kg

C =Control positivo (Paracet. 600mg/Kg + F = Paracet. 600mg/Kg+ Ext. Hid. 500 mg/Kg
Silimarina 25mg/Kg)

*P<0.05 vs. Grupo A; aP<0.05 vs. Grupo B; bP<0.05 vs. Grupo C; cP<0.05 vs. Grupo D, dP<0.05 vs. Grupo E

Grafico N° 02. Niveles de GOT (U/L) vs tratamientos, en la Evaluaci6én del
efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Baccharis

genistelloides “quimsa cuchu”.

-28




4,00 -

*ad

2,00

Grupos:
A = Control

B = Control negativo (Paracet. 600mg/Kg)

C = Confrol positivo (Paracet. 600mg/Kg +
Silimarina 25mg/Kg)

*P<0.05 vs. Grupo A; aP<0.05 vs. Grupo B; bP<0.05 vs. Grupo C

—_
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Grupo C

Grupo D

Grupo E Grupo F

D = Paracet. 600mg/Kg+ Ext. Hid. 100mg/Kg
E = Paracet. 600mg/Kg + Ext. Hid. 250mg/Kg
F = Paracet. 600mg/Kg+ Ext. Hid. 500 mg/Kg

Grafico N° 03. Niveles de GPT (U/L) vs tratamientos en la Evaluacién del

efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de Baccharis

genisteffoides “quimsa cuchu”.
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Grupos:
A=Control D = Paracet 600mg/Kg+ BExt. Hid. 100mg/Kg
B = Contro! negativo (Paracet 600mg/Kg) E = Paracet 600mg/Kg + Ext Hid. 250mg/Kg
C = Control positivo (Paracet 600mg/Kg + F = Paracet 600mg/Kg+ Ext Hid. 500 mgfKg

Silimarina 25mg/Kgq)

ANOVA: p<0.05
Grafico N° 04. Niveles de GOT (U/L) y GPT (U/L) en los tratamientos uego
de la evaluacién del efecto hepatoprotector del extracto hidroaicohélico de

Bdccharis genistelloides “quimsa cuchu”.
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Cuadro N°-03. Determinacion de la Dosis Letal Media (DL50)

DOSIS LETAL MEDIA (DLso)

4 MORTALIDAD
DOSIS EXTRACTO | VOLUMEN DE (horas)
(g/Kg) EXTRACTO (mL) 24 48 72
0.250 1 0 0 0
0.500 1 0 0 0
1 1 0 0 0
2 1 0 0 0
5 1 0 0 0

Nota: En la determinacion de la dosis letal media (DL50), no hubo mortalidad en
el tiempo de observacion, tampoco se observo algun efecto adverso durante ese

tiempo.
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V.  DISCUSION

La naturaleza nos ofrece una gran oportunidad para el descubrimiento de
especies vegetales, que tengan compuestos naturales con diversas propiedades
medicinales, como los antirradicalarios o también llamados antioxidantes, que
permiten que no se produzcan las especies reactivas oxigenadas, quienes son
causantes de diversos dafios en el organismo como lo relacionado a
enfermedades degenerativas, aceleraciéon del envejecimiento, inflamacion vy
ofros.

Baccharis genistelloides “quimsa cuchu®, es una especie vegetal que es
usada en Sudamérica en medicina ftradicional, para la cura de distintas
enfermedades comunes y dentro de ellas para tratamientos de enfermedades del
higado.

En el Cuadro N° 01, se observa el screening fitoquimico del Baccharis
genistelloides “quimsa cuchu®, encontrandose en el extracto etéreo la presencia
de aceites y grasa en gran cantidad, al respecto Kuklinski (2000), menciona que
los aceites poseen solubilidad en dicho extracto coincidiendo con los resultados
obtenidos; asi mismo, se encontré moderadamente lactonas y cumarinas que de
igual forma Kuklinski (2000) sefiala que dichas estructuras se localizan casi de
forma exclusiva en la familia de las Asteraceas. En el extracto alcohdlico y

acuoso se encontraron los flavonoides, taninos, fenoles y saponinas en gran
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cantidad; la presencia de antraquinonas, lactonas y cumarinas, principios
amargos ‘se reportan en moderada presencia, glicésidos cardioténicos,
triterpenos y esteroides en leve presencia.

En el Cuadro N° 02 muestra los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico del Baccharis genistelloides “quimsa cuchu”, cuya
identificacion se realizé con la finalidad de poder corroborar que en dicho
extracto utilizado en la investigacion, se pudo extraer la mayor cantidad de
metabolitos secundarios tal es asi que destaco la presencia de flavonoides,
taninos y fenoles en gran cantidad, lactonas y cumarinas en moderada cantidad.

Gonzaga y col. (2005), sefialan que quimicamente las especies del
género Baccharis contiene los mismos compuestos, pero seguramente difieren
en la naturaleza quimica de los mismos, es asi que los principales metabolitos
presentes en este género son los flavonoides de tipo flavanona y flavona; y los
diterpenos de nucleo kaurano, clerodanos y labdano. Asi mismo, Gonzaga y col.
(2005) refiere que el Baccharis genistelloides, posee en su composicion: 10
Flavonas, 1 Flavonona y 10 Diterpenos del nucleo Clerodano. Atribuyéndole las
propiedades biologicas de esta especie a los flavonoides y los diterpenos.

Kuklinski (2000), refiere que los flavonoides poseen actividad
farmacoio6gica variada como, antiinflamatorias, antihepatotéxicos y antirradicales
libres, y asi como, los taninos poseen propiedades antioxidantes por que son
capaces de captar radicales libres e inhiben la peroxidaciéon lipidica como
también inhiben la autooxidacién del acido ascérbico (Vitamina C).

En el Grafico N° 01, muestra la actividad neutralizadora del radical libre
del DPPH, donde sometido esté radical a un agente antioxidante pierde su
coloracion caracteristica de violeta intenso (fenémeno generado por el
secuestramiento del radical libre); se observa en dicho grafico que el Baccharis

genistelloides a concentracion de 1000ug/mL present6 el porcentaje de inhibicion
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mas alta, donde esta capacidad esta en funcidén de la concentracién, es decir a
mayor concentracion menor la produccion de radicales libres y por ende mayor
porcentaje de inhibicidn de estos. Estos mismos resultados se obtuvo en el
trabajo presentado por Casanova (2002), donde tambien sefala que el
porcentaje de inhibicibn de radicales libres va en funcion directa con la
concentracion de extracto.

Martinez y col. (2002), sehala que la capacidad de los polifenoles
vegetales para actuar como antioxidantes se debe a que pueden unirse a los
polimeros biologicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN;
quelar iones metdlicos transitorios, tales como Fe? Cu Zn**, catalizar el
transporte de electrones, y depurar radicales libres.

La accién neutralizadora de los Flavonoides sobre los radicales libres,
segun Villar Del Fresno (1999), se debe a la heterogeneidad de los distintos tipos
de radicales libres (anion superdxido, radical hidroxilq, etc.), es asi que
diferentes grupos interaccionan con el Radical libre DPPH, lo que se utiliza para
poner de manifiesto de manera general, su actividad antirradicalaria. Asi mismo
Villar del Fresno (1999) sefala que existen condiciones estructurales que
favorecen la actividad antirradicalaria, y eso hace que los Flavonas y sobre todo,
Flavonoles, se muestren como los mas activos; aunque también existen otros
flavonoides que no cumplen estas condiciones (derivados del Flavano) pero
poseen actividad antirradicalaria.

De la misma forma podemos observar el porcentaje de inhibicion del
extracto con el control (Vitamina C), donde la concentracion mas alta del extracto
presenta capacidad neutralizadora similar al del estandar, el resultado obtenido
pérmite demostrar que el extracto presenta un comportamiento semejante al de

la Vitamina C, aunque se utilizaron concentraciones bajas de estandar ya que se
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sabe que este es un compuesto quimicamente puro y de actividad antioxidante
conocida.

Se puede indicar que el extracto de Baccharis genistelloides posee una
capacidad de capturar radical DPPH, lo que podria convertirse en un extracto
candidato para el aislamiento de sustancias activas como antioxidantes, pﬁesto
que este caso la actividad observada equivale al efecto total (sinérgico o no) de
la mezcla.

Para la evaluacion de la actividad hepatoprotectora de Baccharis
genistelloides se empleo un modelo experimental de hepatotoxicidad en ratas
tratados con paracetamol (Song-Chow, 1994), donde se mide los niveles séricos
enzimaticos de GPT y GOT. Debido a que las transaminasas GOT y GPT son
enzimas que se encuentran en los hepatocitos, siendo wutilizados como
marcadores de lesion hepatica (Restrepo, 1994).

En el Grafico N° 02 se presentan los valores promedios de GOT para
cada grupo de experimentacion al evaluar el efecto hepatoprotector del extracto
hidroalcoholico del Baccharis genistelloides. El grupo que recibe paracetamol a
dosis de 600mg/Kg. reporta 33.7 £ 5.68 U/L obsewéndose un incremento en los
valores de GOT de 22.30 U/L en comparacion con el grupo control, que fue de
11.4 + 257 U/, al analizar mediante la prueba de Tukey de comparaciones
multiples (Anexo N° 011) se observa que existe diferencia significativa (p< 0.05),
el cual coincide con lo reportado en la literatura especializada respecto al dafio
hepatocelular que produce la sobredosis de paracetamol.

El grupo que recibi6 el farmaco silimarina (25mg/Kg) 2 horas después de
administrados la sobredosis de paracetamol, report6 214 + 6.0 UL
observandose diferencia significativa con respecto al grupo control negativo

paracetamol (p< 0.05) con una disminucion de 12.3 U/L.
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Analizando los niveles de GOT de los grupos tratados con el extracto
hidroalcoholico del Baccharis genistelloides a dosis de 100 y 250 mg/Kg 2 horas
después de administrado el paracetamol, se aprecia diferencias significativas
respecto al grupo control negativo paracetamol (p< 0.05). La dosis de 100 mg/Kg
de extracto reporta 19.1 £ 3.29 U/L disminuyendo en 14.6 U/L, la dosis de 250
mg/Kg reporté 13.4 + 2.99 U/L disminuyendo en 20.3 U/L respecto al grupo
control negativo paracetamol. Mientras que la dosis de 500 mg/Kg reporta 21.3 +
6.47 U/L, disminuyendo en 12.4 U/L respecto al grupo control negativo
paracetamol.

En el Grafico N° 03 se muestra los valores de GPT, donde el grupo B que
recibid paracetamol reporté 17.3 £ 4.15 U/L observandose un incremento de los
valores en 10.9 U/L respeéto al control (6.4 + 4.24 U/L) observandose diferencia
significativa p< 0.05 (Anexo N° 11).

El grupo C que recibi6 silimarina 2 horas después de generado la
toxicidad con paracetamol reporto 14.1 £ 4.49 U/L aumentando en 7.7 U/L
respecto al control, no siendo estadisticamente significativo respecto al grupo
paracetamol.

Los grupos D y F que recibieron 100 y 500 mg/ng del extracto reportaron
11.4 + 257 UL y 13.0 + 4.08 U/L disminuyendo en 59 y 43 U/L
respectivamente, presentando diferencia significativa respecto al grupo
paracetamol.

El grupo E tratado con 250 mg/Kg de extracto reporto 9.3 = 1.50 U/L
presentando deferencia significativa respecto al grupo control positivo,

disminuyéndose los niveles de toxicidad superiores al grupo C de silimarina.
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De acuerdo al andlisis reportado para ambas enzimas, observamos en el
Grafico N°04 lo valores de GOT y GPT expresados en porcentajes relativos en
comparacion con el grupo control (A), donde se muestra que tanto GOT y GPT
presentan un similar comportamiento que los valores absolutos.

Donde la generacion de especies reactivas con el paracetamol, muestra
diferencia estadisticamente significativas en todos los grupos experimentales,
correspondiendo el valor mas bajo para el grupo E que recibié tratamiento a la
concentracion de 250mg/Kg de extracto hidroalcoholico del Baccharis
genistelloides, disminuyendo los valores de GOT y GPT, resultado que indica
que la planta a esta dosis, presenta mayor actividad y teniendo asi como
indicador a ambas enzimas. En tanto que la concentracion de 500mg/Kg de
extracto no presenta mayor efecto, refiere Rojas (2001), que dicho
comportamiento no se debe Unicamente a la presencia de los flavonoides en el
extracto, sino que hay presencia de una mezcla de metabolitos secundarios, que
pueden influenciar en la actividad y que a mayor concentraciéon de extracto no
siempre se ejerce mayor efecto.

Observando el comportamiento de las transaminasas, podemos decir que
el Baccharis genistelloides “quimsa cuchu” presenta efecto hepatoprotector a la
concentracion de 250mg/Kg, atribuyéndose este efecto refiere Palacios (1997) y
Kuklinski (2000) a la presencia de metabolitos secundarios como los flavonoides
y taninos en la planta.

La evaluacion de la acfcividad téxica del extracto hidroalcohdlico del
Baccharis genistelloides “quimsa cuchu” por via oral, es indispensable para
considerar que el tratamiento aplicado es seguro. La actividad téxica define la
toxicidad intrinseca de la planta, predice el dafio de una especie, determina la
especie mas susceptible, identifica los 6rganos blancos, informa sobre el riesgo

de la exposicion aguda asi como predice el tratamiento de una sobredosis.
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La susceptibilidad de los animales de experimentacion, depende del tipo
de sustancia a aplicar, como el caso de las ratas de laboratorio son bastante
sensibles a sustancias toxicas presentes en las plantas. La administracion de los
extractos en cantidades creCientes, permite evaluar los limites de toxicidad, los
ensayos se prueban por dos vias, varias dosis y ambos sexos. Teniendo en
cuenta factores como edad, sexo, peso, especie, condiciones ambientales,
acceso a la comida y al agua.

Sefiala Caceres (1996), que la observacion que se efectia incluyen
relacion-dosis respuesta, sintomas y signos toxicos, conducta del animal durante
el periodo (de observacion) tiempo de muerte.

Para el andlisis de la toxicidad (DLso), efectuada por via oral, el extracto
fue inoculado a dosis variables de (0.250 g/Kg, 0.500 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg, 5
g/Kg de rata), el extracto hidroaicohdlico no presenté ninguna muestra de
toxicidad hasta las 72 horas de observacion, siendo el Baccharis genistelloides

“quimsa cuchu” inocuo a las dosis trabajadas.
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VL. CONCLUSIONES

La planta de Baccharis genistelloides *“quimsa cuchu” presenta los
siguientes metabolitos secundarios: aceites, antraquinonas, lactonas y
cumarinas, triterpenos, esteroides, azucares reductores, principios
amargos, saponinas y siendo los mas importantes los flavonoides
taninos y fenoles quienes otorgan propiedades antioxidantes vy
hepatoprotectoras a la especie vegetal.

El extracto hidroalcohdlico de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu”
presenta actividad antioxidante y al incremento de la concentracién del
extracto de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu” potencia la actividad
antioxidante.

El Baccharis genistelloides muestra actividad antioxidante por su
capacidad de captar radicales libres e‘inhibiendo la oxidacién en un
76.81% a una concentracion de extracto de 1mg/mL.

El Baccharis genistelloides muestra actividad hepatoprotectora contra el
dafio producido por el paracetamol; obteniéndose mejores resultados a
una concentracion de 250mg/Kg de extracto.

En la DLso no se observé muestra de toxicidad, siendo el Baccharis

genistelloides inocuo a las dosis trabajadas.
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1.

Vil. RECOMENDACIONES

Realizar el aislamiento y cuantificacion de los principios activos y
determinar el o los metabolitos responsables de la accién antioxidante y
hepatoprotectora del Baccharis genistelloides “quimsa cuchu”.

Continuar con estudio del “quimsa cuchu” realizando formulaciones
farmacéuticas de jarabes y cremas tépicas, que faciliten el uso de la

planta como medicina alternativa.
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Anexo N°01

Clasificacion botanica de Baccharis genistelloides

EL JEFE DELL. HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTLIFICA

Que, la Bach. en Fammacia y Bioquimica, Srta. Yeleni Ketty, COLLAZOS
MEDRANO, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo
de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segin el Sistema de Clasificacién de
Engler y Prantl, modificado por Melchior, y es como sigue

DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE : DICOTILEDONEAE

SUBCLASE : METACLAMIDEAS

ORDEN : CAMPANULALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Baccharis

ESPECIE : Baccharis genisteloides (Lam.) Pers.
N.V. : “quimsa cuchu®, “karkeja"

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la
interesada para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 09 de Enero del 2009

.,

$ Y e

Blga. Laura Aucasime Medina
Jefe




Anexo N°02

Muestra vegetal recolectada

Foto N 01: Planta de Baccharis genistelloides

Foto N 02: Flores de Baccharis genistelloides



Anexo N° 03

Extraccion sucesiva del material vegetal para la aplicacién de técnicas de

tamizaje fitoquimico

20/ 50 g DE MATERIA
VEGETAL
(Seca y molida)

Extraer a reflujo con 200 mL de éter etilico hasta
agotamiento a temperatura de ebullicion del
solvente

EXTRACTO ETEREO
medir volumen calcular la RESIDUO SOLIDO
concentracion y concentrar en (Cartucho)
¢l rota vapor a 40°C

Extraer a reflujo con 200
mL de alcohol hasta
agotamiento a temperatura
de ebullicion del solvente

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO
Secar y pesar Medir volumen calcular la
concertacion y concentrar en
el rota vapor a 40°C

Extraer a reflujo con 200 mL de agua destilada hasta
agotamiento a temperatura de ebullicion del solvente

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO
Pesar y secar Medir el volumen, calcular la
concentracion y concentrar en el rota
vapor 240 ‘c

Fuente: Miranda, M. (1996).



Anexo N° 04

Esquema de las reacciones a realizar en el extracto etéreo

EXTRACTO ETEREO

Dividir en

fracciones

!

SmL .
ENSAYO DE SUDAN
(ACEITES Y GRASAS)

v

15 mL (dividir en 03
porciones)
ENSAYOS DE
DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

Fuente: Miranda, M. (1996).

!

5mL
ENSAYO DE BALJET
(LACTONAS Y CUMARINAS)

v

Sml
ENSAYO DE
LIEBERMANN-BURCHARD
(TRITERPENOS- ESTEROIDES)



Anexo N° 05

Esquema de las reacciones a realizar en el exiracto alcohodlico

EXTRACTO ALCOHOLICO

Dividir en fracciones de 2 mL c/u

ENSAYO
DE
CATEQUINAS

ENSAYO ENSAYO DE ENSAYO ENSAYO ENSAYO 15m! en
DE LIEBERMAN DE FECL3 DE DE 3 porciones
FEHLING BURCHARD (fenoles y BORNTRAGER KEDDE ENSAYOSDE
(azlcar (triterpenos y taninos) (quinonas) {candenoidos DRAGENDORFF,
reductor) esteroides) ) MAYER Y WAGNER
(alcaloides)
ENSAYO ENSAYO ENSAYO ENSAYO ENSAYO
DE DE DE SHINODA DE DE
NINHIDRINA BALGET (flavonoides) ANTOCIANIDINAS ESPUMA
(aminoacidos) (lactonas) (saponinas)

Fuente: Miranda, M. (1996).



Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso

Anexo N° 06

EXTRACTO
ACUOSO
Dividir en
fracciones
2ml 10 mL
6mL ENSAYO DE SHINODA
en 03 porciones {flavonoides) ENSAYO DE
ENSAYOS DE MUCILAGOS
DRAGENDORFF
MAYERY
WAGNER
(alcaloides)
ENSAYO DE FEHLING
(aztcares reductores) 16 2 gotas
ENSAYO DE
PRINCIPIOS
2mL
(Dividir en 03 porciones) ENSAYO DE
ENSAYO DE CLORURO ESPUMA (saponinas)

FERRICO (taninos)

Fuente: Miranda, M. (1996).



Anexo N° 07

Proceso realizado en la determinacién del efecto antioxidante

Foto N° 03: Lectura de la absorbancia para la evaluaciéon del efecto antioxidante

Foto N° 04: Resultado de la reaccién del extracto con el DPPH, demostrando efecto
antioxidante mediante la decoloracion del color caracteristico del radicat libre.



Anexo N° 08

Procesos realizados en la determinacion del efecto hepatoprotector

Foto N° 05: Proceso de induccion de dafio hepatico con paracetamol y
posterior tratamiento con el extracto

Foto N° 07: Obtencién del suero y lectura del nivel de transaminasas.



Anexo N° 09

Tabla de conversion para calculo de los resultados GOT y GPT

AST (GOT)
Absorbancia505 Metodo'UV
nm Convencional
(U/L)
0.034 5
0.047 7
0.061 10
0.080 14
0.100 19
0.115 23
0.129 26
0.146 31
0.164 36
0.180 41
0.196 46
0.210 50
0.224 55
0.239 61
0.254 67
0.269 74
ALT {GOT)
Absorbancia505 | | Método UV
nm Convencional
(U/L)
0.034 5
0.061 9
0.100 14
0.129 18
0.164 23
0.196 27
0.224 32
0.254 37
0.284 42
0.314 47
0.340 52
0.364 57
0.389 62
0.415 68
0.442 74
0.468 80
0.494 87
0.524 96
.‘ 0.552 104




Anexo N° 10

Resultados de la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) para los valores de

‘Transaminasas (GOTy GPT) obtenidos del efecto hepatoprotector de Baccharis

genistelloides

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean

Std. Std. Mini | Maxi
N | Mean Deviation | Error | | qwer | UPPET | mum | mum
Bound Bound
control 7| 11.4286| 257275| 97241 90492|13.8080] 900| 16.00
control
nogativo parac | 7| 337143| 5.67786214603| 28.4631|38.9654| 29.00| 4600
—. | control positivo ‘
S |parac + its 7| 214286| 5.99603|226629| 15.8832|26.9740| 16.00{ 34.00
-
Q |parac +extracto| | 1o 10591 328778|124267| 16.1022]22.1836| 14.00| 24.00
= | 100mg/kg
o]
§ |parac +extracto| .| 5 5861 299205(1.13089| 10.6614|16.1958| 9.00| 17.00
250mg/kg
parac +extracto | .| o/ 50571 647339|244671| 15.2088|27.2726| 13.00| 31.00
500mg/kg
Total 42| 20.0714| 852941|1.31612| 17.4135|227294| 900| 46.00
control 7| 64286 423703|160144| 25100]103472] 100| 13.00
control 7| 17.2857| 4.15188|156926| 13.4459|211256| 12.00| 25.00
negativo parac
—. | control positivo
S |parac + sita 7| 141420| 4.48808|169633] 9.9921|182936| 9.00| 23.00
'—
5] ?gg:gjk‘;x"acm 7| 11.4286| 257275| 97241| 9.0492|13.8080| 8.00| 15.00
)
g |parac +extracto| .| g,0571 149603| 56544] 7.9021|10.6693| 7.00| 11.00
250mg/kg
parac +extracto| | 454500 408248(154303| 92243|16.7757| 9.00| 20.00
500mg/kg
Total 42| 11.9286| 4.91584| .75853| 10.3967|13.4605| 1.00| 25.00
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Anexo N° 11
Comparaciones mulltiples (diferencias de las medias) de los niveles de GOT (U/l)

y GPT (U/l) en los diferentes grupos del efecto hepatoprotector de Baccharis

genistelloides.
Variable dependiente: GOT
o Mean 95% Confidence
§_ (J) grupos Difference Esr tr%r Sig. Interval
P (1) Lower | Upper

=o Bound | Bound
control negativo parac 22.28571(*)| 2.54929| .000| 27.4559{ 17.1155

control positivo parac + sila| 10.00000(*)| 2.54929| .000| 15.1702| -4.8298

< |parac+ extracto 100mg/kg -7.71429(*)| 254929 .005] 12.8845] -2.5441
‘S‘ parac + extracto 250mg/kg -2.00000 | 2.54929( 438} -7.1702| 3.1702

©  |parac + extracto 500mg/kg -9.85714(*)| 2.54929( .000( 15.0273] -4.6869
control 22.28571(%)} 254929 .000| 17.1155| 27.4559

control positivo parac + sila| 12.28571(*)| 254929| .000| 7.1155{ 17.4559

-é-.g o parac + extracto 100mg/kg 14.57143(*)| 2.54929| .000| 9.4012} 19.7416
‘g’ % g parac + extracto 250mg/kg 20.28571(*)| 2.54929| .000} 15.1155| 25.4559
© & & parac + extracto 500mg/kg | 12.42857(*)| 2.54929| .000| 7.2584| 17.5988
o |control 10.00000(*) | 2.54929! 000| 4.8298| 15.1702
g'g control negativo parac 12.28571(*)| 2.54929| .000| 17.4559] -7.1155
5 _§ g parac + extracto 100mg/kg 2.28571| 254929 376| -2.8845| 7.4559
‘g%% parac + extracto 250mg/kg 8.00000(*); 2.54929} .003{ 2.8298| 13.1702
O o+ parac + extracto 500mg/kg 14286 2.54929| 956 -5.0273| 5.3131
control 7.71429(*)| 254929 .005| 2.5441| 12.8845

control negativo parac 14.57143(*)| 254929 .000| 19.7416| -9.4012

+ ‘3 % control positivo parac + sila -2.28571| 2.549291 .376| -7.4559| 2.8845
E’ £ § parac + extracto 250mg/kg 5.71429(*)| 2.54929| .031 5441} 10.8845
282 parac + extracto 500mg/kg -2142861 2.54929( 406} -7.3131| 3.0273
control 2.00000| 2.54929| .438| -3.1702} 7.1702
control negativo parac 20.28571(*)| 254929| .000| 25.4559{ 15.1155

: "?'; % control positivo parac + sila| -8.00000(*)| 2.54929( .003] 13.1702} -2.8298
g g é parac + extracto 100mg/kg -5.71429(*){ 2.54929| .031} 10.8845| -.5441
& @ N parac + extracto 500mgl/kg -7.85714(*)| 2.54929| .004] 13.0273| -2.6869
control 0.85714(*)} 254929| .000] 4.6869| 15.0273
control negativo parac 12.42857(*)| 254929| .000] 17.5988| -7.2584

+ % ‘\E; control positivo parac + sila -142861 254929 .956{ -5.3131] 5.0273
i‘%; g E parac + extracto 100mg/kg 2.14286) 254929 406} -3.0273| 7.3131
5883 parac + extracto 250mg/kg 7.85714()| 2.54929| 004| 2.6869{ 13.0273

* La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05




Variable dependiente: GPT

" 95% Confidence
g ) Mean Std. . Interval
3 (J) grupos Difference Error Sig.
o (I~J) Lower | Upper
= Bound | Bound
control negativo parac 10.85714(*)| 1.96223 .000|14.8367| -6.8776
5 control positivo parac + sila -7.71429(*)| 1.96223| .000|11.6939| -3.7347
"g‘ parac + extracto 100mg/kg -5.00000(*)| 1.96223| .015] -8.9796} -1.0204
© |parac + extracto 250mg/kg -2.85714] 196223 .154] -6.8367] 1.1224
parac + extracto 500mg/kg -6.57143(*)| 196223} .002}10.5510} -2.5918
control 10.85714(*)} 196223} .000| 6.8776| 14.8367
5 .g o control positivo parac + sila 3.14286} 1.96223 1181 -8367| 7.1224
% "é, g parac + extracto 100mg/kg 5.85714(*)} 1.96223{ .005| 1.8776| 9.8367
°og*= parac + extracto 250mg/kg 8.00000(*)] 1.96223| .000| 4.0204} 11.9796
parac + extracto 500mg/kg 4.28571(*)] 196223 .036f{ .3061] 8.2653
o |control 7.71429(*)| 1.96223] 000§ 3.7347| 11.6939
° g_ . control negativo parac -3.14286| 196223 118} -7.1224 8367
‘g‘é’f parac + extracto 100mg/kg 271429 196223| .175] -1.2653| 6.6939
© 'g parac + extracto 250mg/kg 4.85714(*)] 196223| .018f .8776| 8.8367
2 | parac + extracto 500mg/kg 114286 1.96223| 564| -2.8367| 5.1224
control 5.00000(*); 1.96223| .015| 1.0204| 8.9796
+9 g control negativo parac -5.85714(*)| 1.96223| .005| -9.8367] -1.8776
8 § £ | control positivo parac + sila 271429 196223| 175 -6.6939| 12653
8% § parac + extracto 250mg/kg 2.14286| 1.96223| .282| -1.8367] 6.1224
parac + extracto 500mg/kg -1.567143] 1962231 .428] -5.5510| 2.4082
control 285714 1.96223| .154| -11224| 6.8367
+ 0 g’ control negativo parac -8.00000(*)] 1.96223] .000|11.9796} -4.0204
§ Lt‘; cg” control positivo parac + sila -4.85714(*)] 196223] .018| -8.8367| -8776
S 3 § parac + extracto 100mg/kg -2.14286| 196223 282} -6.1224| 1.8367
parac + extracto 500mg/kg -3.71429] 196223 066} -7.6939 .2653
control 6.57143(*)} 1.96223] .002] 2.5918} 10.5510
+Q g’ control negativo parac -4.28571(*)| 1.96223 036} -8.2653f -.3061
§ § E’ control positivo parac + sila -1.14286] 196223} 564| -51224| 28367
g3 §, parac + extracto 100mg/kg 1.57143| 1.96223} 428| -2.4082] 5.5510
parac + extracto 250mg/kg 3.71429| 1.96223 .066| -.2653| 7.6939

* La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05




Resultados de la prueba de Andlisis de Varianza (ANOVA) para los Valores

Anexo N° 12

Relativos de Transaminasas (GOT y GPT) obtenidos del efecto hepatoprotector

de Baccharis genistelloidas

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean

N| Mean DeS_tdt._o ESrtrd.r Upper Mini _Max
viation o Lower Bound mum | imum
Bound
control 71 100.0000 .00000 .00000{ 100.0000| 100.0000] 100.00} 100.00
control
negativo parac 71295.0000( 49.68128| 18.77776| 249.0525] 340.9475| 253.75] 402.50
control
positivo parac | 7} 187.5000| 52.46527}19.83001| 138.9777|236.0223| 140.00} 297.50
o + sila
2 parac +
—S extracto 71167.5000| 28.76811|10.87332] 140.8939| 194.1061| 122.50] 210.00
; 100mg/kg
8 parac +
extracto 71 117.5000] 26.18046| 9.89529| 93.2871}141.7129 78.75] 148.75
250mg/kg
parac +
extracto 71186.2500| 56.64215|21.40872| 133.8647|238.6353| 113.75]| 271.25
500mg’kg
Total 421175.6250| 74.13385( 11.43910| 152.5233| 198.7267 78.75| 402,50
control 71 100.0000 .00000 .00000{ 100.0000] 100.0000] 100.00| 100.00
control 7(268.8900| 64.58442|24.41062| 209.1594 | 328.6206| 186.67 | 388.89
negativo parac
control
positivo parac | 7}220.0000| 69.81568}26.38785| 155.4313|284.5687| 140.00| 357.78
+ sil i
° sila
Z |parac +
% extracto 70177.7786| 40.01970| 15.12602| 140.7665|214.7906{ 124.44| 233.33
= [100mg/kg
-
o
@ |parac+
extracto 7114444431 23.271811 879592| 122.9215| 165.9671} 108.89| 171.11
250mg/kg
parac +
extracto 712022229 | 63.50465|24.00250( 143.4908| 260.9549| 140.00} 311.11
500mg/kg
Total 421 185.5560] 72.19262| 11.13956| 163.0591} 208.0528] 100.00| 388.89
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Anexo N° 13

Comparaciones mdltiples (diferencias de las medias) de los Valores Relativos de

GOT (U) y GPT (U/1) en los diferentes grupos del efecto hepatoprotector de

Baccharis genistelloides.

Variable dependiente: GOT

95% Confidence

*

1]
g‘ (J) grupos Dif';,::'?;r]\ce ESr :%r Sig. horval
b (1~J) Lower Upper
= Bound Bound
control negativo parac 195.00000(*)| 21.75862].000| -239.1285| 150.8715
control positivo parac + sila | -87.50000(*){ 21.75862] .000| -131.6285| -43.3715
5 | Pparac +extracto 100mg/kg -67.50000(*)| 21.75862| .004} -111.6285| -23.3715
g parac + extracto 250mg/kg -17.50000| 21.75862| 427 | -61.6285] 26.6285
© | parac + extracto 500mg/kg -86.25000(*)| 21.75862|.000| -130.3785| -42.1215
control 195.00000(*)| 21.75862|.000| 150.8715]|239.1285
control positivo parac + sila | 107.50000(*)| 21.75862{.000| 63.3715}151.6285
3:§ o parac + extracto 100mg/kg 127.50000(*)| 21.75862}.000| 83.3715(171.6285
g ;5;, g parac + extracto 250mg/kg 177.50000(*)| 21.75862|.000{ 133.3715|221.6285
'© ©  parac + extracto 500mg/kg | 108.75000(*)| 21.75862|.000| 64.6215| 152.8785
o |control 87.50000(*)| 21.75862|.000( 43.3715]131.6285
g. control negativo parac 107.50000(*)| 21.75862|.000| -151.6285| -63.3715
S 'g parac + extracto 100mg/kg 20.00000| 21758621 .364| -24.1285| 64.1285
"g ':T;) % parac + extracto 250mg/kg 70.00000(*)| 21.75862|.003| 25.8715[114.1285
ca+t parac + extracto 500mg/kg 125000 21.75862|.955| -42.8785| 45.3785
control 67.50000(*)| 21.758621.004| 23.3715} 111.6285
control negativo parac 127.50000(*)} 21.75862| .000] -171.6285| -83.3715
2 % %: control positivo parac + sila -20.00000| 21.75862|.364| -64.1285| 24.1285
g g § parac + extracto 250mg/kg 50.00000(*)| 21.75862].027 5.8715| 94.1285
& @ < | parac + extracto 500mg/kg -18.75000| 21.75862| .395| -62.8785| 25.3785
control 17.50000| 2175862 427 | -26.6285] 61.6285
control negativo parac 177.50000(")| 21.75862} .000| -221.6285] 133.3715
: 8 %’ control positivo parac + sila | -70.00000(*)| 21.75862|.003} -114.1285| -25.8715
g % qu; parac + extracto 100mg/kg -50.00000(*)| 21.75862.027}| -94.1285]| -5.8715
& @ & parac + extracto 500mg/kg -68.75000(*)] 21.75862|.003| -112.8785| -24.6215
control 86.25000(*) 21.75862}.000( 42.1215}130.3785
control negativo parac 108.75000(*)| 21.75862}.000| -152.8785| -64.:6215
+ ‘3 %: control positivo parac + sila -1.25000| 21.75862|.955] -45.3785| 428785
§ it g parac + extracto 100mg/kg 18.75000| 21.75862| .395| -25.3785( 62.8785
£33 parac + extracto 250mg/kg 68.75000(*)| 21.75862}.003| 24.6215( 112.8785
La diferencia entre las medias es significativa al nivel .05




Variable dependiente: GPT

95% Confidence

§. Interval
2 Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.
2 Lower Upper
2 Bound | Bound
control negativo parac 168.89000(*)| 26.92262| .000|223.4916| 114.2884
5 control positivo parac + sila | 120.00000(*)| 26.92262| .000{ 174.6016| -65.3984
‘g‘ parac + extracto 100mg/kg | -77.77857(*)| 26.92262|.007 | 132.3802} -23.1770
© |parac + extracto 250mg/kg -44.444291 26922621 107 -99.0459| 10.1573
parac + extracto 500mg/kg | 102.22286(*)| 26.92262} .001| 156.8245| -47.6213
control 168.89000(*) | 26.92262| .000} 114.2884]223.4916
S .g o control positivo parac + sila 48.89000| 26.92262|.078| -5.7116| 103.4916
‘g §, g parac + extracto 100mg/kg 91.11143(*)| 26.92262) .002| 36.5098| 145.7130
°og% parac + extracto 250mg/kg | 124.44571(*)| 26.92262| .000| 69.8441]179.0473
parac + extracto 500mg/kg 66.66714(*)| 26.92262|.018| 12.0655| 121.2687
o |control 120.00000(*)| 26.92262|.000| 65.3984|174.6016
s gw control negativo parac -48.89000| 26.92262| .078|103.4916| 5.7116
‘S" giﬁ parac + extracto 100mg/kg 4222143 | 26.92262(.126| -12.3802| 96.8230
°'g; parac + extracto 250mg/kg 75.55571(*)| 26.92262| .008| 20.9541| 130.1573
@ | parac + extracto 500mg/kg 17.77714| 2692262 513 -36.8245| 723787
control 77.77857(*)| 26.92262| .007| 23.1770] 132.3802
+Q g control negativo parac -9111143(*)| 26.92262].002| 145.7130| -36.5098
§ é E’ control positivo parac + sila -42.22143 | 26.92262| 126] -96.8230| 12.3802
g 3 § parac + extracto 250mg/kg 33.33429| 26.92262| .224| -21.2673 | 87.9359
parac + extracto 500mg/kg -24.44429| 26.922621 370} -79.0459| 30.1573
control ‘4444429 26.92262| 107} -10.1573| 99.0459
+Q g’ control negativo parac 124.44571(*)| 2692262 .000| 179.0473 | -69.8441
§ é E’ control positivo parac + sila | -75.55571(*)| 26.92262(.008 [ 130.1573| -20.9541
83 § parac + extracto 100mgrkg -33.33429| 26.92262 | 224 -87.9359] 212673
parac + extracto 500mg/kg | -57.77857(*)| 26.92262} .039| 112.3802{ -3.1770
control 102.22286(*)| 26.92262|.001| 47.6213| 156.8245
+Q _g’ control negativo parac -66.66714(*)| 26.92262|.018| 121.2687 | -12.0655
§ § 8’ control positivo parac + sila 17777141 26.92262 | .513| -72.3787| 36.8245
g8 & ..8~, parac + extracto 100mg/kg 24444291 26.92262| .370| -30.1573| 79.0459
parac + extracto 250mg/kg 57.77857(*)| 26.92262|.039} 3.1770]112.3802

* La diferericia entre las medias es sigriificativa al nivel .05
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Efecto antioxidante y hepatoprotector del extracto h|droalcoho||co de Baccharis gemstello:des “quimsa cuchu”.
Ayacucho - 2008.
Yeleni K. COLLAZOS', Mg Enrique J. AGUILAR?, Msc. Ledn, VILLEGAS °

Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioguimica —~ UNSCH.
2aboratorio de Farmacia y Bioquimica — UNSCH.
*Laboratorio de Investigacion y Desarroilo -UPCH

RESUMEN
El estudio del presente trabajo se realizd en los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia de la ciudad de Lima, donde se determiné el efecto antioxidante y hepatoprotector
de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu”, recolectadas en el distrito de Vinchos, region de Ayacucho.
La muestra recolectada se sometid inicialmente a un Screening Fitoquimico, encontrando metabolitos secundarios como son fos
flavonoides, taninos y fenoles, destacando su presencia por su accion farmacologica. En la determinacion del Efecto
Antioxidante por el método de secuestramiento del radical libre DPPH, se obtuvo un Porcentaje de Inhibicion mas alto de
76.81%, a una concentracion de exracto hidroalcohdlico de 1000ug/mL, usando como patrén a la vitamina C. En la evaluacion
del efecto hepatoprotector mediante la determinacién enzimatica del Glutamato-Oxalacetato-Transaminasa (GOT) y Glutamato—
Piruvato-Transaminasa (GPT), se utilizé 42 ratas albinas de la cepa Holtzman, distribuidos aleatoriamente en 6 grupos de 7
ratas cada uno, sometidos a un modelo experimental in vivo de hepatotoxicidad con paracetamol; posteriormente se obtuvo
suero sanguineo de las venas laterales del cuello, este se sometié a un analisis y se obtuvieron los valores de transaminasa
GOT y GPT, en los resultados se observaron que los niveles de ambas transaminasas disminuyeron considerablemente,
mostrando el Baccharis genistelloides la actividad mas alta a la concentracion de 250mg/Kg de extracto, el cual posee mejor
efecto hepatoprotector. En la determinacion de la Toxicidad Aguda (DLso), e Baccharis genistelloides no presenté muestra de
toxicidad siendo inocuo a estas dosis.
Palabras clave: antioxidante, hepatoprotector, nivel de transaminasas, Baccharis genistelloides.

ABSTRACT
The study of this work was carried out in research and development laboratories of the Faculty of Sciences and Philosophy at
the University Peruana Cayetano Heredia in Lima, which determined the effect of antioxidant and hepatoprotective Baccharis
genistelloides “quimsa cuchu” collected Vinchos in the district, a region of Ayacucho.
The sample collected was subjected to an initial screening phytochemicals, finding secondary metabolites such as flavonoids,
tannins and phenols, highlighting their presence by their pharmacological action. In determining the antioxidant effects of
kidnapping by the method of DPPH free radical, was a higher percentage of inhibition of 76.81% at a concentration of
hydroalcoholic extract of 1000ug/ml, using as a standard vitamin C. The evaluation of hepatoprotective effect through the
identification of the enzyme glutamate-Oxalacetato transaminase (GOT) and glutamate-Piruvato transaminase (GPT), was used
42 aibino rats of Holtzman strain distributed randomly into 6 groups of 7 rats each, subjected to an experimental model in vivo
hepatotoxicity of paracetamol, then serum was obtained from the veins of the neck, this was subject to analysis and obtained the
values of GOT and GPT transaminase, the results were that levels of both transaminases decreased significantly, showing the
Baccharis genistelloides activity to the highest concentration of 2560mg/Kg extract, which has better hepatoprotective effect. In
the determination of acute toxicity (LDs0), the Baccharis genistelloides presented no sign of toxicity at these doses are safe.
Keywords: antioxidant, hepatoprotective, transaminase level, Baccharis genistelioides.

INTRODUCCION
El interés del estudio cientifico de nuestra flora peruana,
se ha incrementado debido a que nuestros recursos
naturales son muy variados, el trabajo de investigacion
lleva consigo el poder demostrar las propiedades
medicinales y asi tener una alternativa en la utilizacion de
agentes terapéuticos debido a que en la actualidad las
personas recurren cada vez mas a la fitoterapia para el
tratamiento de sus afecciones (Chavez y col, 1996).
Cuando se estudia un determinado compuesto con el
objeto de verificar si el mismo podria actuar como
antioxidante, corresponde discriminar muy bien entre la
actividad antioxidante y las propiedades antioxidantes; o
lo que es lo mismo, la capacidad de retardar la
degradacién oxidativa y la reactividad del compuesto en
estudio con radicales libres que puedan propagar una
reaccion de este tipo. Siendo susceptibles al dafio
oxidativo 6rganos como el higado, estomago, pulmén,
corazon (Urquiaga 'y col. 2000).
La degeneracion y envejecimiento celular son procesos
normales del organismo, pero se buscan detener estos
procesos a veces acelerados en algunas personas, pues
nos hace vulnerables a enfermedades gque nos restan
fortaleza y la expectativa de vida.
El hombre posee drganos que cumplen funciones
importantes para el buen funcionamiento del organismo,
como es el higado una gléndula mas grande de! cuerpo
que cumple procesos metabdlicos, donde se metabolizan
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la  mayor parte de sustancias ingeridas como
medicamentos y quimicos (alcohol), este ultimo ocasiona
efectos nocivos o irreversibles provocando alguna
alteracion hepética. Por elio el interés de buscar agentes
terapéuticos que cumplan la funcién hepatoprotectora, es
decir que protejan el higade de los efectos nocivos de
hepatotoxinas que el hombre ingiere, y como poder
contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de
defensa antirradicalario que es de suma importancia
(Highleyman y Franciscus, 2008)

Los flavonoides son conocidos por sus propiedades
antioxidantes y de su uso como hepatoprotector,
conteniendo un grupo extenso de metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos y comunes en el
reino vegetal, dotédndole de estas propiedades a b
especie de Baccharis genistelloides por su riqueza en
flavonoides (Guerra, 1995) (Martinez y col., 2002).

El Baccharis genistelioides “quimsa cuchu” es utilizada
tradicionalmente como purgativo a nivel del higado y
vesicula, eficaz en desordenes digestivos, en
gastroenteritis y actualmente esta siendo conocido por su
propiedad antioxidante, es por ello que se busca
contribuir como alternativa terapéutica garantizando el
adecuado uso y manejo de la medicina tradicional
(Arroyo y col., 2000) (Ferndndez y Nieto, 1982).
MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El trabajo de investigacion se flevd a cabo en los
Laboratorios de Investigacion y Desarrolio de la Facuitad
de Ciencias y Filosofia de la U.P.C.H. en los meses de
Abril a Agosto del 2008, en la ciudad de Lima.
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Poblacion.
Baccharis genistelloides “quimsa cuchu” del distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, regidn de Ayacucho.

Muestra.

Se colectaron aproximadamente 2 Kg. de la parte aérea
de Baccharis genistelloides “quimsa cuchu” en los
alrededores del distrito de Vinchos, provincia de
Huamanga, regidn de Ayacucho, ubicada a 3450
m.s.n.m., durante los meses de febrero y marzo del
2008.

Metodologia.

Preparacion del extracto hidroalcohélico

La planta se secd a la sombra, con adecuada ventilacién
y se molieron en un molino de cuchillas hasta polvo fino.
Se peso 1 Kg. del material vegetal y se extrajeron con
etanol al 80% mediante maceracion por una semana y
con agitacion permanente. Posteriormente se procedio al
fitrado y seguidamente se concentro por medio de un
rotavapor a temperatura< 40° C, a sequedad.

Screening Fitoquimico del Baccharis genistelloides
La identificacion de metabolitos secundarios se efectuo
de manera cualitativa empleando reacciones de
coloracién, descrita segun el procedimiento de Lock
(1994).

Determinacion de la Actividad Antioxidante mediante
la captacion del Radical Libre DPPH

Para la determinacidon de la actividad antioxidante se
procede a la realizacion de los tratamientos:

Tratamiento 1: Control

Tratamiento 2; Extracto Hidroalcohdlico 31.25 ug/mL
Tratamiento 3: Extracto Hidroalcohdlico 62.5 ug/mL
Tratamiento 4: Extracto Hidroalcoholico 125 ug/mL
Tratamiento 5: Extracto Hidroalcohdlico 250 ug/mL
Tratamiento 6: Extracto Hidroalcohdlico 500 ug/mL
Tratamiento 7: Extracto Hidroalcohdlico 1000 ug/mL
Tratamiento 8: Control positiva (Vitamina C) 0.14 ug/mL
Se trabajo por triplicado, se tomo y evalud la lectura de b

absorbancia a 517nm como indica el disefo
experimental.
tam ™ T2 T3 T4 5 T6 7 T8
Raact: (mL) | (mb) | (mk) (mt) (ML) | (mb) (mL) {mL)
DPPH | 2 2 2 2 2 2 2 2
Muest. | -- 0.05 ; 005 | 005 | 005 | 005 | 005 | --
Vital.
c 0.05
Etanol 005 | -~ .- . - - e e

» Calculo del porcentaje de inhibicion:
El porcentaje, indica la capacidad de captacion de los
radicales libres de una la muestra comparativamente con
el estandar (vitamina C), segun la formula:

% INBIBICION= |, 4 100
Ao
Donde:

Ao = Absorbancia sin extracto.
Ae = Absorbancia con extracto o estandar.

Determinacion de la Actividad Hepatoprotectora
Se utilizaron 42 ratas machos de la cepa Holtzman con
peso entre 190 a 250g, 16 horas antes de realizar €l
experimento los animales fueran sometidos a ayuno con
libre disponibilidad de agua.

Los animales se pesaron y separaron en 6 grupos
experimentales de 7 ratas cada uno:

- B grupo A, recibe el 2% de Carboximetil celulosa
(CMC), a una dosis de 10 mL /Kg., por via oral,
considerando como control negativo.

- El grupo B, recibié el Paracetamol (600 mg/Kg en 2%
de CMC, a dosis de 10 miL/Kg), via oral, considerando
como grupo testigo.
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El grupo C, recibio Silimarina (25 mg/Kg en 2% de
CMC, a dosis de 10mL/Kg), via oral 2 horas después de
administrado el Paracetamol considerado como grupo
control positivo.

El grupo D, recibid extracto hidroalcoholico 100 mg/Kg,
en 2% de CMC, a dosis de 10 ml/Kg.

El grupo E, recibid extracto hidroalcohdlico 250 mg/Kg,
en 2% de CMC, a dosis de 10 mL/Kg.

El grupo F, recibié extracto hidroalcoholico 500 mg/Kg,
en 2% de CMC, adosis de 10 mL/Kg.

El extracto hidroalchdlico a diferentes dosis se administro
por via oral 2 horas después de administrar el
paracetamol, pasado las 24 horas de administrado el
paracetamol las ratas fueron sacrificadas.

Para la estimacion de los valores séricos, se obtuvo
sangre de las venas laterales del cuello. Las muestras
obtenidas se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos,
finaimente se determina en suero: Transaminasa
Oxalacética (GOT), Transaminasa Piruvica (GPT).

Determinacion de la Toxicidad Aguda DL50

Se emplearon 30 ratas machos de la Cepa Holtzamn; se
evaluo el efecto del extracto hidroalcoholico administrado
por via oral, los animales se encontraban entre 220g -
230g de peso, los cuales fueron divididos en 6 grupos,
cada grupo consta de 5 ratas, siendo uno de ellos el
grupo control, las dosis variadas de extracto
hidroalcohélico (0.250 g/Kg, 0.500 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg, 5
g/Kg) fueron administrados por via oral empleando una
sonda nasogastrica metalica. Las diluciones del extracto
fueron realizadas con agua destilada. La mortalidad fue
observada hasta las 72 horas, tiempo en el cual los
animales tuvieron acceso a comida y agua normalmente.

Analisis estadistico
Para el analisis estadistico los resultados fueron
procesados y expresados como la media +- error
estandar. Asi mismo, se realiz6 pruebas estadisticas de
ANOVA y TUKEY para ver la significancia de los
resultados (p<0.05).

RESULTADOS.

Cuadro N° 02: Metabolitos secundarios presentes en el
extracto etéreo, alcohdlico y acuoso del Baccharis
genistelloides “quimsa cuchu”.

METABOLITO
SECUNDARIO ENSAYO (Rx.) E.Et. | EA. | EAc,
Aceites y grasas Sudan (1 +++ - -
. Dragendorff,
Alcaloides Mayer, Wagner. o 3 )
Antraquinonas Bomtrager - ++ PR
Azacares .
reductores Fehiing - H ++
Flavonoides Shinoda - +++ ++
Glicosidos
cardiotonicos Kedde - M N
Lactonas y Bajet " .
cumarinas
Mucilagos Mucilagos -.- -
Principios Principios . . -
Amargos amargos
Resinas Resinas - ++ -
Saponinas Espuma - ++ +++
Taninos y fenoles Tricloruro férrico - +++ ++
Triterpenos y Lieberman- . . .
esteroides Burchard
Rx :Reaccidn E.£1.: Extracto etérea
{+) :Positivo EA.: Exiracto alcohélico
(-} :Negativo E.Ac.: Extracto acuoso
(4} leve {-~):Ensayo no realizado

(++} Moderado
(+++): Fuerte



Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias Biolgicas ~ UNSCH

Cuadro N° 03: Metabolitos secundarios presentes en e!
extracto hidroalcohélico al 80% del Baccharis

enistelloides “quimsa cuchu”.
[g'——_dﬁmsma 705 . B
SECUNDARIOS ENSAYO(Rx) Hid,

Alcaloides Dragendorff, Mayer, Wagner. -
Antraquinonas Bomtrager +
Fiavonoides Shinoda 4+
Lactonas ¥ cumarinas Baljet H
Taninos y fenoles Tricloruro férrico ++4
Triterpenas y ésteroides Lieberman-Burchard +
Saponinas Espuma +++
Rx : Reaccidn
{*) : Positivo EEt: Extracto etéreo
) i Negativo E.A.: Extracto alcohdlico
*) ileve E.A¢.: Extratto actioso
{+) : Moderado
(+++) ; Fuerte
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% de mhibicisn

0.0

1.0

31.25 62.5 128 250 s00 1000 0.14

Concantracidn (ug/ml)

W Extracto fan] Controt (Vitamins C)

Gréafico N° 01. Efecto antioxidante expresado en el
porcentaje de inhibicién de radicales libres con respecto
a la concentracion de! Baccheris genistelioides “quimsa
cuchu”.
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Graficoc N° 02. Niveles de GOT (U/L) VS tratamientos, en
fa Evaluacién del efecto hepatoprotector del extracio
hidroalcoholico de Baccharis genistelloides “quimsa
cuchy’.
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Grafico N° 03, Niveles de GPT (U/L) VS tratamienios en
la Evaluacién del efecto hepatoprotector del extracto
hidroalcohtlico de Baccharis genistelioides “quimsa
cuchuy”.
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Gréfico N° 04. Niveles de GOT (UIL) y GPT (UIL) en los
tratamientos fuego de Ila evaluacion del efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de Baccharis
genistelloides “quimsa cuchu”.

Determinacion de la Dosis Letal Media (DL50)

La dosis variable del extracto hidroalcohdlico, diluidos en
agua fueron de 0.250 g/Kg, 0.500 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg, 5
g/Kg de ratén, inoculados por via oral en un volumen de
1 mL, no mostraron mortalidad a las 24, 48 y 72 horas.
Tampoco se observé algin efecto adverso durante ef
periodo de observacion

DISCUSION

En ef Cuadro N° 01, se observa el screening fitoquimico
del  Baccharis  genistelioides  “quimsa  cuchu”,
encontrandose en e! extracto etéreo la presencia de
aceites y grasa en gran cantidad, al respecto Kuklinski
(2000), menciona que los aceites poseen solubilidad en
dicho extracto coincidiendo con los resultados obtenidos;
asi mismo, se encontré6 moderadamente lactonas y
cumarinas que de igual forma Kuklinski (2000) sefiala
que dichas estructuras se localizan casi de forma
exclusiva en la familia de las Asteraceas. £n el extracto
alcohélico y acuoso se encontraron los flavonoides,
taninos, fenoles y saponinas en gran cantidad;, fa
presencia de antraquinonas, Jactonas y cumarinas,
principios amargos se reportan en moderada presencia,
glicésidos cardiotonicos, triterpenos y esteroides en leve
presencia.

En el Cuadro N° 02, muestra los metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico del
Bacchanis genistelioides, cuya identificacién se realiz6
con fa finalidad de poder comoborar que en dicho
extracto utilizado en la investigacion, se pudo extraer la
mayor cantidad de metabolitos secundarios tal es asf que
destaco la presencia de flavono ides, taninos y fenoles en
gran cantidad, laclonas y cumarinas en moderada
cantidad.

Investigaciones como de Gonzaga y col. (2005) sefiala,
que quimicamente especies del género Baccharis
contiene los mismos compuestos, pero seguramente
difieren en la naturaleza quimica de los mismos, es asi
que los principales metabolitos presentes en este género
son los flavonoides de tipo flavanona y flavona; y los
diterpenos de nticieo kaurano, clerodanos y labdano. Asl
mismo, Gonzaga y col. (2005) refiere que el Baccharis
genistelloides, posee en su composicién: 10 Flavonas, 1
Flavonona y 10 Diterpenos del nucleo Clerodano.
Atribuyéndole las propiedades biolégicas de esta especie
a los flavonoides y los diterpenos.

Kuklinski (2000), refiere que los flavonoides poseen
actividad farmacolégica variada como, antiinflamatorias,
antihepatotéxicos y sntirradicales fibres, y asf como, los
taninos poseen propiedades antioxidantes por que son
capaces de captar radicales libres e inhiben la
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peroxidacion lipidica cOmoO también inhiben Ia
autooxidacion del acido ascorbico (Vitamina C).

El Grafico N° 01, muestra la actividad neutralizadora del
radical libre del DPPH, donde sometido este radical a un
agente antioxidante pierde Su coloracion caracteristica de
violeta  intens0  (fenémen0  generado  por el
secuestramiento del radical libre); se Observa en dicho
grafico que el Baccharis genistelloides a concentracion
de 1000ug/mL presentd el porcentaje de inhibicidn mas
alta, donde esta capacidad estda en funcion de la
concentracion, €S decir @ mayor concentracion menor la
produccion de radicales libres y por ende mayor
porcentaje de inhibicion de estos. Est0S mismos
resultados se obtuvo en el trabajo presentado por
Casanova (2002), donde también sSefala que el
porcentaje de inhibicién de radicales fibres va en funcion
directa con la concentracion de extracto.

Martinez y col. (2002), sefiala que la capacidad de los
polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes se
debe a& que pueden unirse a loS polimeros biologicos,
tales como enzimas, transpOrtadores de hOrmonas, y
ADN; quelar iones metdlicos transitorios, tales como Fe?,
Cu®*, Zn? , catalizar el transporte de electrones, y depurar
radicales libres.

La accion neutralizadora de los Flavonoides sobre los
radicales libres, segun Villar del Fresno (1394), se debe a
la heterogeneidad de los distintos tipos de radicales
libres (anién superoxido, radical hidroxilo, etc.), es asi
que diferentes grupos interaccionan con el Radical libre
DPPH, lo que se utiliza para poner de manifieSto de
manera general, su actividad antirradicalaria. Asi mismo
Villar del Fresno (1394) sefnala que existen condiciones
estructurales que favorecen la actividad antirradicalaria, y
es0 hace que los Flavonas y Sobre todo, Flavonoles, Se
muestren como loS mas activos; aunque también existen
otros flavonoides que no cumplen estas coOndiciones
(derivados del Flavano) pero poseen actividad
antirradicalaria.

De ka misma forma podemos observar el porcentaje de
inhibicion del extracto con el control (Vitamina C), donde
la concentracin mas alta del exiract0 presenta
capacidad neutralizadora similar al del estandar, el
resultado Obtenido permite demostrar que el extracto
presenta un comportamiento semejante al de la Vitamina
C, aunque se utilizaron concentraciones bajas de
estandar ya que Se Sabe que este es un compuesto
quimicamente puro y de actividad antioxidante conocida.

Se puede indicar que el extracto de Baccharis
genistelloides posee una capacidad de capturar radical
DPPH, o que podria convertirse en un extracto candidato
para el aislamiento de sustancias activas como
antioxidantes, puest0 que eSte caso la actividad
observada equivale al efecto total (sinérgico 0 no) de la
mezcla.

Para la evaluacion de la actividad hepatOprotectora de
Baccharis  genistelloides se empleo un modelo
experimental de hepatOtoxicidad en ratas tratados con
paracetamol (Song-Chow, 1994), donde Se mide l0S
niveles séricos enzimaticos de GPT y GOT. Debido a que
las transaminasas GOT y GPT sOn enzimas que se
encuentran en los hepatocitos, siend0 utilizados como
marcadOres de lesion hepatica (Restrepo, 1994).

En el Grafico N° 02, se preSentan los valores promedios
de GOT para cada grup0 de experimentacion al evaluar
el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico del
Baccharis  genistelloides. El  grupo que recibe
paracetamol a dosis de 600mg/Kg. reporta 33.7 + 5.68
U/L observandose un incremento en los valores de GOT
de 22.30 U/L en comparacién con el grup0 control, que
fue de 11.4 + 257 U/L, al analizar mediante & prueba de
Tukey de comparaciones multiples (Anexo N° 04) se
Observa que existe diferencia significativa (p< 0.05), el
cual coincide con [0 reportado en la literatura
especializada respecto al dafo hepatocelular que
produce & sobredosis de paracetamol. El grupo que
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recibio el farmaco silimarina (256mg/Kg) 2 horas después
de administrados la sobredosis de paracetamol, reportéd
21.4 + 6.0 U/L observandose diferencia Significativa con
respect0 al grup0 control negativo paracetamol (p< 0.05)
con una disminucion de 12.3 U/L.

Analizando los niveles de GOT de los grupos tratados
con el extracto a dosis de 100 y 250 mg/Kg 2 horas
después de administrado el paracetamol, Se aprecia
diferencias significativas respecto a grupo control
negativo paracetamol (p< 0.05). La dosis de 100 mg/Kg
de extracto reporta 19.1 + 3.29 U/L disminuyendo en 14.6
UL, la dosis de 250 mg/Kg reportd 13.4 + 2.99 U/L
disminuyendo en 20.3 U/L respecto al grup0 control
negativo paracetamol. Mientras que la dosis de 500
mg/Kg reporta 21.3 + 6.47 U/L, disminuyendo en 12.4
U/L respecto al grupo control negativo paracetamot.

En el Grafico N° 03, se muestra I0S valores de GPT,
donde el grupo B que recibié paracetamol reportd 17.3
4.15 UL observandoSe un incremento de los valores en
10.9 UL respecto al control (64 1+ 424 UL)
observandose diferencia significativa p< 0.05 (Anexo N°
05). El grupo C que recibid silimarina 2 horas desSpués de
generad0 lka toxicidad con paracetamol report0 14.1 +
4.49 U/L aumentando en 7.7 U/L reSpecto al cOntrol, no
siendo estadisticamente significativo respecto al grupo
paracetamol. LOs grup0s D y F que recibieron 100 y 500
mg/Kg del extracto reportaron 11.4 + 257 UL y 13.0 £
4.08 U/L disminuyendo en 5.9 y 4.3 U/L respectivamente,
presentando diferencia significativa respecto al grupo
paracetamol. El grupo E tratado con 250 mg/Kg de
extracto reporto 9.3 + 1.50 U/L presentando deferencia
significativa  respecto &l grup0 confrol  positivo,
disminuyéndose los niveles de toxicidad superiores al
grupo C de silimarina.

De acuerdo al analisis reportadd para ambas enzimas
observamos en el Grafico N° 04 lo valores de GOT vy
GPT expresados en porcentajes relativos en
comparacion con el .grupo control (A), donde se mueStra
que tanto GOT y GPT presentan wun Similar
comportamient0 que loS valores abSolutos.

Donde la generacion de eSpecies reactivas con el
paracetamol muestra diferencia  eStadisticamente
significativas en todos los grup0s experimentales,
correspondiendo el valor mas bajo para el grupo E que
recibié tratamiento @ la concentracion de 250mg/Kg de
extracto hidroalcoholico de Baccharis genistelloides,
disminuyendo los valores de GOT y GPT, resultado que
indica que la planta a esta dosis presenta mayor
actividad y teniend0 asi como indicador a ambas
enzimas. En tanto que la concentraciéon de 500mg/Kg de
extracto no presenta mayor efecto, refiere Rojas (2002),
que dicho comportamiento Se puede deber que nO so0l0
se encuentran flavonOides en ef extracto sino que hay
presencia de una mezcla de metabolit0s Ssecundarios que
pueden influenciar en la actividad y que a mayor
concentracién de extracto no siempre Se ejerce mayor
efecto.

Observando el comportamiento de las transaminasas
podemos decir que el Baccharis genistelioides presenta
efecto hepatoprotector @ la concentraciéon de 250mg/Kg,
atribuyéndose este efecto refiere Palacios (1997) vy
Kuklinski (2000) a la presencia de metabolitos
Secundarios como los flavonoides y taninos en la planta.
La evaluacion de l actividad téxica del extracto
hidroalcohdlico del Baccharis genistelioides por via oral,
es indispensable para coOnsiderar que el tratamiento
aplicado es segur0. La actividad toxica define la toxicidad
intrinseca de la planta, predice el dafo de una especie,
determina la especie mas SuSceptible, identifica los
o6rganos blancos, informa sobre el riesgo de la exposicion
aguda asi comoO predice el tratamiento de una
sobredosis.

La susceptibilidad de los animales de experimentacién
depende del tipo de sustancia a aplicar, como el caso de
las ratas de laboratorio son bastante Sensibles a
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sustancias toxicas presentes en

las plantas. La

administracion de los extractos en cantidades crecientes
permite evaluar i0s limites de toxicidad, los ensayos se
prueban por dos vias, varias dosiS y ambos Sexos.
Teniendo en cuenta factores como edad, sex0, peso,
especie, condiciones ambientales, acceso a la comida y
al agua. Senala Caceres (1992), que la observacidn que
se efectda incluyen relacidn-dosis respuesta, sintomas y
signos toxicos, conducta del animal durante ei periodo
(de observacion) tiempo de muerte.

Para el analisis de 1a toxicidad efectuada por via oral, el
extracto fue inoculado a dosis variables de (0.250 g/Kg,
0.500 g/Kg, 1 g/Kg, 2 g/Kg, 5 g/Kg de rata). No presento
ninguna muestra de toxicidad, siendo su DL50 mayor de
5 g de extracto hidroalcehdlico por kilogramo de rata.
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Acta de sustentacion de tesis
R.D. N° 02_A54-2009-FCB-D
Bachiller: Yeleni Ketty Collazos Medrano
En la ciudad de Ayacucho, a los seis dias del mes de febrero del dos mil nueve, a
las cuatro de la tarde; en el auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas; se
reunieron los miembros del jurado calificador, presidido por el M.B. José Yarlequé
Muijica, e integrado por el Mg. José Diez Macavilca; Mg. Enrrique Aguilar Felices;
Mg. Johnny Aldo Tinco Jayo; Mg. Martha Romero Viacava; actuando como
secretario docente el Mg. Marco Aronés Jara; para la sustentacion de la tesis
titulada: Efecto antioxidante y hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de
Baccharis genistelloides “quimsacucho”. Ayacucho-2008; presentado por la Bachiller
Yeleni Ketty Collazos Medrano;-quien pretende optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutico.
El Presidente invita al Secretario Docente a dar lectura de la documentacion
pertinente, después del cual pide gque la sustentante de inicio a la exposicion del
trabajo de investigacién en un tiempo no mayor a cuarenta y cinco minutos; sin
hacer lectura directa del material audiovisual.
Culminada la exposicién el Presidente da inicio a las observaciones y/o aclaraciones
por parte de los miembros del Jurado Calificador.
En primer lugar participa la Mg. Martha Romero Viacava, observa errores de forma
en algunas partes consignadas en el borrador. También que el trabajo se hizo con la
parte aérea, en que meses y en que etapa de crecimiento se hizo la recoleccion; se
recomienda que deba ser en la floracion.
La primera recomendacién no es pertinente. Las observaciones fueron aclaradas en

su totalidad.



El Mg. José Diez Macavilca, resalta la investigacion de una Asteracea, muy
demandada por sus eféctos. El metabolito mas representativo son los Flavonoides y
que pruebas se hizo para su identificacién.

Seguidamente participa el Mg. Johnny Tinco Jéyo. Hay observaciones plasmados
en el borrador. Porqué evalu6 estas dos actividades y cual es su relacion; porque
actuan a nivel celular y relacion con los hepatocitos. En la fase | y Il que ocurre con
el paracetamol. Fue absuelto.

Que extracciones realizd para screening fotoquimico; con exiraccién etérea,
alcohdlica y acuosa. El cuadro dos especificar las pruebas que se hacen a cada
extracto. Colocar las observaciones a cada prueba. En el grafico 1, el efecto seria
mejor a concentraciones mayores a 1000mg/mL.

Finalmente participa el asesor Mg. Enrrique ‘Aguilar Felices. La presencia de
alcaloides esta descartada. Especificar la parte de la planta. En el grafico 1, el
propositito es llegar a un porcentaje cercano a la vitamina C.

Sugerir hacer mas pruebas antioxidantes. En la DL50, no se calculd, pero como no
hubo mortalidad y colocar que a las concentraciones evaluadas, no hube mortalidad.
Culminada esta etapa el Presidente invita a la sustentante y publico en general a

abandonar el auditorio para que los jurados deliberen y evalten, del cual se

desprenden:

Miembro del Jurado Exposicion Rpta.a prgtas. Promedio
Mg. Martha Romero Viacava 17,0 17,0 17,0
Mg. José Diez Macavilca 17,0 17,0 17,0
Mg. Johnny Tinco Jayo 17,0 17,0 17,0
Mg. Enrrique Aguilar Felices 16,0 17,0 17,0

Promedio 17,0



Resultado de la evaluacion la sustentante obtuvo la nota de diecisiete (17,0) del cual
dan fe los miembros del jurado estampando su firma al pie de la presente acta.

Siendo las seis y cinco de la tarde se finaliza el acto académico.

7k

-
Mg. Martha Romero Viacava
(Miembro)

Mg. Johnny/Kin

Jayo ‘ju uilar Felices
(Miembro-Asesor)

M.B. Jpsé Yarléqué Muijica
(Presidente)
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