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Actividad hepatoprotectora de los flavonoides aislados de las hojas de
Satureja brevicalyx Epi. “wayra mufia” en ratas albinas. Ayacucho —2010.
Autor: Bach. Yuly Soledad PARIONA PALOMINO.
Asesores: Mg. Q.F Enrique Javier AGUILAR FELICES.
Mg. Q.F Edwin Carlos ENCISO ROCA.
RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarrollo en los Laboratorios del Area de
Farmacia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas, de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga durante los meses de Marzo a Setiembre del 2010,
con la finalidad de determinar la actividad hepatoprotectora de los flavonoides
aislados de las hojas de Satureja brevicalyx Epl ‘wayra mufia” en ratas albinas.
Los flavonoides fueron aislados empleando solventes apolares como éter de
petréieo, cloroformo, acetato de etilo; la actividad hepatoprotectora se determind
midiendo los niveles de transaminasas por colorimetria, en 24 ratas albinas
machos con dafio hepatico inducido con tetracloruro de carbono y la
administracion de 25 mg/kg, 50 mgkg y 100 mgkg de flavonoides. Los
flavonoides no redujeron los niveles de Transaminasa glutamico oxalacética,
pero si de la Transaminasa glutamico pirdvica de forma independiente de la
concentracion y ligeramente inferior que la silimarina. Los datos obtenidos fueron
sometidos al andlisis de varianza (ANOVA) con un 95% de confianza, hallando
un valor de p<0.05 y la prueba de Duncan para determinar las diferencias
significativas. Asimismo en las observaciones macroscépicas, no se reportaron
danos hepaticos importantes, no obstante, en la biopsia se aprecia degeneracién
hepatica, infiltracion o inflamacién mononuclear y congestion vascular sinusoidal
como caracteristicas resaltantes.

Se concluye que los flavonoides a 25 mg/kg muestran mayor efecto
hepatoprotector.

Palabras claves: Satureja brevicalyx Epi. flavonoides, hepatoprotector, higado.



1. INTRODUCCION

La regi6bn andina se -caracteriza por tener una flora muy particular por la
naturaleza del terreno, que se manifiesta porser éarido ia mayor parte del afio,
pedregoso no apto para {as actividades agricolas. Sin embargo, a través del
tiempo ha permitido la supervivencia de especies que se adaptan facimente a
estas condiciones, proveyendo al hombre de especies que han sido utilizadas
como forraje, combustible, material de construccién, medicinales, etc. (Brack,
1999). El uso de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que
se ha venido utilizando desde tiempos inmemoriaies, estas ofrecen muchas
propiedades en comun; en su estado natural no alterado, usados con arte,
pueden aumentar enormemente el caudal de vitalidad del ser humano y
fortalecersu cuerpo y mente, es la razén que hoy en dia el enfermo, a menudo
-decepcionado por los productos terapéuticos modemnos, buscan otros caminos
para aliviar sus males (Diez 2003).

Las lesiones hepéticas agudas o crénicas se asocian con alteraciones de las
funciones de los hepatocitos y con una reduccibn de fa masa celular con
-actividad metabdlica ocasionando posteriormente un desequilibrio funcional, por
lo tanto debemos proteger al higado de los efectos nocivos de los hepatotéxicos

que ¢l hombre puede ingerir. Desde este punto de vista, actuaimente se sigue



investigando sobre nuevos medicamentos que tengan la capacidad de
proteger al higado, los cuales son denominados como medicamentos
“hepatoprotectores (Pfreundschuh y Scholmerich, 2002).

Si se recurre a la fitoterapia, como -alternativa terapéutica, encontramos a los
flavonoides, los cuales ocupan un lugar importante por sus reconocidas
propiedades -antioxidantes y su uso como hepatoprotectores; asimismo,
encontramos a Satureja brevicalyx Epl. ‘wayra mufia’, una especie medicinal
nativa de los Andes Sudamericanos -ampliamente conocida por sus propiedades
medicinales por su alto contenido de flavonoides, su popularidad difundida en
especial en zonas rurales alto andinas, donde su uso es aun de manera
tradicional.

En infusion, para calmar dolores de cabeza, después de la comida como
digestivo, para calmar dolores gastricos, diarrea, estimulante de apetito y fa
-cataplasma de las hojas sirve para calmar dolores de oido y ojos. Se usa
también en afecciones bronquiales, tiene ademas propiedades desinflamantes,
desinfectantes y preservantes; la planta macerada también sirve para fumigar
contra moscas y gorgojos de papay maiz (De La Cruz y col., 2006).

Soto (1999), realizé un screening fitoquimico y la determinacion de la actividad
analgésica de la Satureja brevicalyx Epl, reportando la presencia de flavonoides;
y Mendoza (2007), evalud el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de las
hojas, demostrando su efecto hepatoprotector en ratas.

Por lo que, en el presente trabajo de investigacion se pretende demostrar la
actividad hepatoprotectora de los flavonoides aislados de Satureja brevicalyx

Epi. “wayra mufia”, planteandose los siguientes objetivos:



Objetivo General
» Determinar la actividad hepatoprotectora de los flavonoides aislados de
las hojas de Satureja brevicalyx Epi. “wayra mufia”, en ratas albinas.

Objetivos Especificos

» Medir los niveles de transaminasas TGO y TGP en suero, después de la
administracion de los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalyx
Epl. “wayra muia”y tetracioruro de carbono.

» Comparar los niveles de transaminasas TGO y TGP, con los valores referenciales
de silimarina obtenidos después del experimento.

> Realizar la biopsia de los higados aislados después del experimento.
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21 Antecedentes.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su estrategia salud para todos
desde 1976 reconoce la necesidad de incorporar a la salud publica los recursos
y técnicas de la medicina tradicional. El aprovechamiento de los recursos, debe
compensar de manera adecuada, a los paises que como el nuestro, son
poseedores de un amplio conocimiento de medicina tradicional, pero que en
general, no se ha hechoavances significativosal respecto.

‘El Peru presenta una variada flora, cuyas aplicaciones terapéuticas, se remontan
a la época preincaica, de quienes nuestros campesinos, heredaron el
conocimiento de las propiedades curativas de las plantas, pero poco conocidas
por el hombre moderno, que clama por un-estilo de vida sana y cura natural, en
medio de una sociedad cada vez mas sofisticada y artificial.

La granvariedad de metabolitos secundarios, farmacolégicamente activos, estan
presentes en cientos de miles de plantas, muchos de ellos ain no -han sido
estudiados y pese a los -avances tecnolégicos experimentados en los Ultimos

-afios, en conocer la composicion quimica de un porcentaje apreciable de ellos.



Sin embargo, en la actualidad existe un conjunto de grupos de compuestos
farmacolégicamente activos ya clasificados, dentro de los cuales encontramos
los flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, aceites esenciales, entre otros;
-de todos estos compuestos los flavonoides representan uno de los mas
importantes grupos con actividad farmacolégica.

Los flavonoides constituyen el grupo mas grande de fenoles naturales y en su
‘mayoria son responsables de la coloracién de numerosas flores y de algunos
frutos. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
principalmente en las plantas superiores. Las funciones fisiolégicas de los
flavonoides no se conocen bien algunos son antioxidantes, otros son inhibidores
-enzimaticos o protectores contra radiaciones nocivas (Bruneton, 1991).

Se -conoce estudios de la ‘actividad hepatoprotectora de la Satureja brevicalyx
Epi, pero hasta e momento no se han realizado estudios de la actividad
hepatoprotectora de sus flavonoides aislados.

Aguilar (2010), demostré la actividad antinflamatoria y antioxidante de los
flavonides aislados -de las hojas de Satureja brevicalyx Epl “‘wayra mufia”. Asi
mismo realizé pruebas espectrales para elucidar la estructura quimica,
reportando la presencia deapigenina y naringenina.

Mendoza (2007), demostré el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de las
hojas de Satureja brevicalyx Epl ‘wayra mufa“, en ratas con dafio hepatico
inducido con tetracloruro de carbono, mediante la determinacién de la TGO y
TGP, fosfatasa -alcalina en muestras de suero sanguineo y asi como el andlisis
histopatolégico.

Lozano (2006), realizd -estudios del efecto hepatoprotector del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Mutisia acuminata R&P “chinchilcoma” en ratas

con dafio hepatico inducido con tetracloruro de carbono. El efecto



hepatoprotector fue demostrado a través de la medicién de los niveles séricos de
las transaminasas TGO y TGP.

Miranda y col. (2005), demostraron el efecto hepatoprotector de un extracto rico
en polifenoles obtenido de Rosmarinus officinalis L. en ratas con dafio hepético
crénico y agudo inducido con tetracloruro de carbono, donde el efecto
farmacolégico fue demostrado mediante la valoracion del perfil lipidico y
hepatico.

Rojas (2002), determin6 el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de la
Oenothera rosea “yawar s0qo” en ratas machos con dafio hepatico inducido por
el paracetamol, el efecto farmacolégico se determind a través de la medicién de
los niveles séricos de transaminasas TGO y TGP.

2.2, Satureja brevicalyx Epl “wayra muia”

2.2.1. Claslficacién taxon6mica

Clasificacién sistematica de la especie; Segin Engler y Prantl, modfificado por

Meichior en 1904, es como sigue:

DIVISION 2 ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)

CLASE : DICOTILEDONEAE

SUB-CLASE : METACLAMIDEAS

ORDEN : TUBIFLORALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Satureja

ESPECIE : Satureja brevicalyx Epi.

Nombre comin : "wayra muia"

Otros nombres : Inca mufia, sacha mufia, chili mufia, aya mufia.

orégano de los incas.

Fuente: Constancia del Herbarium Huamangensis.



2.2.2. Descripcién botanica de la familia Lamiaceae

Angiospermas dicotiledéneas plantas del mas variado porte; hierbas (anuales o
perennes), arbustos y pequefios arboles, generaimente con aceites esenciales,
aromaticos, los tallos y las ramas cuadrangulares o tetragonas; hojas opuestas
o verticeladas, simples pinnati-partidas o raramente compuestas, pecioladas o
sésiles, sin estipulas, flores solitarias a menudo sésies en las axilas,
hermafroditas, zigoformas o raramente actinomorfas con o sin bractiolas, sésiles
0 pediceladas, fruto tetraquenio, descompuesto en cuatro nuculas (muy
raramente carnosos), semilla con endospermo escaso o nulo (Mostacero, 2003).
2.2.3. Descripcion botanica del género Satureja

Son plantas herbaceas anuales o permanentes de unos 70 a 90 cm de altura
algo tiesos y un tanto asperos al tacto, solo lefiosas en la base. Son plantas con
hojas opuestas muy aromaticas, con los bordes enteros y ciliados, las flores son
blancas y nacen de las axilas de las hojas superiores para formar ramiletes
terminales con las flores echadas todas a un lado, las flores son muy pequefias
de 35 a 8 mm, se encuentran divididas en 5 dientes puntiagudos con 15
nervios muy realzados y 5 dientes triangulares de 0,5 mm. En las hojas de
alguna de las especies de Satureja se distingue numerosos hoyitos, en cada uno
de los cuales se aloja una glandula repleta de esencia, la cual comunica a la
Satureja el intenso aroma que desprende.

2.24. Distribucion geografica

El género Satureja se desarrolia especialmente en las montafias secas
pedregosas, en las laderas o colladas y todo tipo de matorrales de los terrenos
calcaceos de gran parte de Esparia (Font Quer, 1981).

En el ‘Pera Satureja brevicalyx Epi, crece en territorios alto andinos mayormente
entre los 3500 y 3800 msnm de clima frio, creciendo de manera silvestre en las

‘montafias y faldas de los cerros junto con los ichus. Los lugares peruanos donde
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esta planta se desarrolla se encuentran en Cusco, Apurimac, Huancavelica,
Junin siendo vernaculay aborigen del departamento de Ayacucho (Magallanes y
Aucasime, 1994).

2.2.6. Etnobotanica y etnofarmacologia

‘Segun -informaciones -etnobotanicas y etnofarmacolégicas es usada para
resolver problemas gastrointestinales y para la correccion de -desérdenes
menstruales. Es digestivo, carminativo, contra la gastritis, flatulencia y
antiespasmodica. También es usado como -analgésico soasando las hojas en
caso de dolores musculares y torticolis (Soto, 1999; Chumacero y col, 2003;
Carhuapoma, 2002).

2.2.7. Composicién quimica de las hojas

Soto (1999), reportd en el extracto hidroalcohdlico la presencia de flavonoides,
triterpenos, cumarinas, aceites esenciales, taninos, saponinas, sesquiterpen
lactonas, azticares reductores, catequinas y principios amargos.

Carhuapoma (2002), realizé un estudio detallado de la composicién -quimica del
aceite esencial reportando la presencia de pulegona (27.2%), linalol (20.3%),
mentona (11.1%), isomentona (8.3%), B-cariofileno (6.5%) y otros compuestos
en menor proporcion. ‘

2.2.8. Estudios farmacoldgicos

Soto (1999), determind la actividad analgésica del extracto hidroaicohélico de
Satureja brevicalyx Epi en ratones, utilizando como metodologia el nimero de
contorsiones inducidas por el acido acético glacial, hallando que a 400 mg/kg del
extracto tuvo actividad analgésica similar al ‘4cido acetilsalicilico y superior al
ketorolaco.

Diez (2003), estudi6 la actividad antiespasmédica sobre intestino aislado de
cobayo de una infusion acuosa al 5% de hojas y sumidades floridas, mostrando

‘una ligera accion antiespasmédica frente a la N-butilbromuro de hioscina.



Palomino (2005), evalué la actividad antioxidante del extracto acuoso liofilizado
de las ‘hojas en un modelo de captacién de radicales libre, en relacién a la
vitamina ‘C. No hallé diferencia estadisticamente significativa en los niveles de
lipoperoxidacién, glutation y proteinas hepaticas (Carhuapoma, 2007), utiliz6 el
-aceite esencial de las hojas, determinando su actividad anti-Helicobacter pylori y
antioxidante.

Finalmente  Mendoza (2007), se propuso demostrar la -actividad
hepatoprotectora del extracto acuoso de las hojas, reportando una actividad
‘hepatoprotectora 'y -atribuy6 dicha -actividad a los flavonoides presentes en el
extracto.

2.2.9. Usos tradicionales

Su popularidad difundida en especial en zonas rurales, tomada en infusion,
para calmar dolores de cabeza, después de la comida como digestivo, para
calmar dolores gastricos, diarrea, estimulante de apetito y cataplasma de las
‘hojas sirve para calmar dolores de oido y ojos. Se usa la planta florida y las
hojas para conservar la semilla de la papa de la deshidratacion al ser
-almacenado (Magallanes y col., 1994).

Carhuapoma (2002), considera a esta especie como una planta promisoria por
‘sus propiedades aromaticas.

Es usado en ‘afecciones bronquiales, tiene ademés propiedades desinflamantes,
desinfectantes y preservantes la planta macerada se filtra y se fumiga contra
moscas y gorgojos de papa y maiz (De la Cruz y col,, 2006).

2.3. El higado

Es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo humano de color pardo rojzo se
localiza en la parte posterior de la cavidad abdominal ubicado hacia el lado
derecho, entre el diafragma, el estémago y el intestino tiene un peso aproximado

de 1.5 Kg, tiene la importante funcién de mantener la homeostasis metabolica



del organismo, que incluye el procesamiento de carbohidratos, lipidos y
proteinas, asi como la eliminacién de microbios y toxinas de la sangre, en la
sintesis de algunas proteinas plasmaticas, la desintoxicacion y excrecion hacia la
bilis de productos residuales enddgenos, contaminantes xenobiéticos. Por ello,
las alteraciones hepaticas tienen importantes consecuencias en la alteracion de
la capacidad funcional del higado (Guyton, 2001).

Microarquitectura

E! higado es un 6rgano formado por dos l6bulos, conectado a la vena porta que
transporta los compuestos absorbidos en el intestino y en el estémago,
incluyendo los xenobibticos y a través de la arteria hepatica se conecta a los
vasoslinfaticos y dos conductos biliares (uno de cada I6bulo hepatico). Se divide
en l6bulos hexagonales orientados alrededor de las venas terminales hepaticas,
con los espacios porta en la periferia del 16bulo.

En esta estructura,los hepatocitos cercanos a la vena hepética son denominados
“centrolobulillares” y aquellos cerca a la vena porta son “periportales. Sin
embargo, como los hepatocitos méas proximos a las venas centrolobulillares son
los que se encuentran mas alejados del aporte sanguineo, se admite hoy que
constituyen la periferia de los “lobulillos metabdlicos”, denominados ahora
acinos. Concebidos como aproximadamente triangulares, los acinos poseen en
'sus bases ramas terminales de la arteria hepatica y de la vena porta procedentes
de los espacios porta mientras que las ramificaciones de la venas
centrolobulillares se sitdan en sus vértices. El parénquima de los &cinos
hepaticos se divide en fres zonas: la zona 1 (periportal) es la mas cercana al
aporte vascular; la zona 3 (centrolobulillar) limita con la vénula hepatica terminal
rodea las venas centrolobulillares terminales y la zona 2 (mediozonal) se sitia
entre ambas, es la zona intermedia. Por el espacio porta transcurren ramas de

la vena porta, la arteria hepatica y los conductos biliares, de la vena porta nacen
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las venas septales, que penetran a intervalos regulares en el parénquima
‘hepatocelular. La sangre de las venas septales penetra directamente en los
‘sinusoides parenquimatosos entre los hepatocitos. La sangre de la vena porta y
la arteria hepatica viaja a través de los sinusoides del parénquima para
-abandonar el 6rgano por la vena terminal hepatica (Kumar y col., 2005).

2.3.1. Funciones del higado

El higado tiene fres tipos de funciones basicas que son:

e« Metabélicas (metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas)
Llevadas a cabo por los hepatocitos es decir por las células parenquimatosas
Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los carbohidratos
son. -almacenamiento de glucégeno, conversion de galactosa y fructosa a
glucosa, gluconeogénesis.

‘Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los lipidos son las
siguientes: un porcentaje elevado de beta-oxidacién de acidos grasos y
formacién de 4acido acetoacético, formacién de la mayor parte de las
lipoproteinas formacién de cantidades considerables de colesterol y fosfolipidos
‘conversion de grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en grasas.

Las funciones del higado en el metabolismo de proteinas son:-desaminacion de
aminoacidos, sintesis de la urea para suprimir el amoniaco de los liquidos
corporales, formacion de aproximadamente el 80% de todas las proteinas
plasmaticas (Guyton, 2001).

¢ Vasculares (almacenamiento vy filtracién)

Entre otras caracteristicas vasculares, el hecho de que el higado sea un 6rgano
-grande, venoso, -con gran capacidad de almacenamiento, le pemmite formar parte
de los grandes reservorios de sangre del organismo. La filtracion lo realiza

‘mediante fagocitosis por las células kupffer (Guyton, 2001).
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» Secretoras y excretoras
Encargadas de formar bilis y excretar al intestino, con lo que se puede

absorber grasa y ciertas vitaminas, de los alimentos ingeridos normaimente por
la dieta (Guyton, 2001).

2.3.2. Factores que predisponen al higado a sufrir toxicidad

Son varios los factores que exponen al higado a sufrir toxicidad, entre ellos
‘destacamos tres, cuya combinacién expone al higado a la toxicidad:

Recibe una gran cantidad de sangre que puede ser portadora de téxicos, sobre
todo la vena portal que transporta los xenobibticos absorbidos en el tracto
gastrointestinal (via de ingreso de los xenobidticos que penetran al organismo
por via oral).

La elevada capacidad de biotransformacién y diversas concentraciones de
oxigeno hacen que tengan lugar tanto reacciones de reduccibn como de
oxidacién de diversos xenobidticos.

La funcién excretora que hace que se concentren xenobidticos (Kumar y col.,
2005).

2.3.3. Patrones de dafio hepatico

Desde el punto de vista morfolégico, el higado es un érgano intrinsecamente
-simple con un repertorio limitado de respuestas a eventos dafiinos (Kuma,
2005). Con los agentes toxicos se pueden observar las siguientes lesiones:

» Degeneracion y acumulacién intracelular

Las -agresiones téxicas o -inmunolégicas pueden -causar edema de los
hepatocitos. El edema moderado de los hepatocitos -es reversible, pero cuando
el dafio es grave (degeneracién balonizante) los hepatocitos edematosos
muestran organelas agrupadas de forma irregular y grandes espacios claros -el

cual toma la forma de un balén (Kuma, 2005).

12



» Inflamacién

La lesion toxica directa o la necrosis isquémica hepatocitaria desencadena una
reaccion inflamatoria. En los casos de dario toxico, la lesion también puede
preceder al comienzo de la inflamacion. La destruccion de los linfocitos
citotoéxicos de las células hepaticas que expresan antigenos es un mecanismo
comin del daflo hepdtico, especiailmente durante una infeccién viral (Kuma,
2005).

> Esteatosis

‘La ‘acumulacion de gotas de triglicéridos dentro de los hepatocitos se conoce
como esteatosis. Existe dos tipos principales de -esteatosis. microvesicular y
‘macrovesicular. En la forma microvesicular los hepatocitos estan llenos de
pequefias vacuolas de grasa que no desplazan el nicleo. En la esteatosis
‘macrovesicular los hepatocitos contienen vacuolas grandes, generalmente una
por célula (Kuma, 2005).

> Fibrosis

El tejido fibroso se forma en respuesta a la inflamaciéon o a una agresion tdxica
directa del higado. A diferencia de otras respuestas que son reversibles, la
fibrosis en general sefiala un dafio hepatico irreversible. El depésito de colageno
tiene -consecuencias permanentes sobre los patrones de flujo sanguineo
hepético y la perfusién de los hepatocitos (Kuma, 2005).

» Regeneraciéon

Los hepatocitos tienen una vida prolongada y proliferan en respuesta a
reacciones de tejido o muerte celular. La regeneracion ocurre en todos los casos
salvo la enfermedad hepatica fulminante. Cuando la necrosis hepatocelular deja
la estructura del tejido conectivo intacta puede regenerase de forma casi perfecta

la estructura del higado, incluso cuando la necrosis es masiva (Kuma, 2005).
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2.3.4. Tipos de lesiones hepaticas

Las enfermedades hepaticas pueden manifestarse de formas muy diversas, que
pueden ser detectadas a través de la medicién de las enzimas hepaticas TGO y
TGP (Merck, 1997).

2.3.4.1. Hepatitis

Es un proceso inflamatorio que produce muerte del hepatocito. La hepatitis
aguda se debe a la exposicién a farmacos o a sustancias toxicas. Mientras que
la cronica es una categoria de trastorno caracterizado por la combinacion de
necrosis celular hepatica e inflamacién de severidad variable. Puede deberse a
una infeccién viral, por farmacos, toxinas, problemas metabdlicos y causas
desconocidas (Merck, 1997).

2.3.4.2. Higado graso

El higado graso (acumulacién de grasas en la célula hepatica es una
enfermedad inflamatoria de origen metabélico que afecta al higado). Este
padecimiento es la segunda o tercera enfermedad hepética cronica mas
frecuente. Al higado graso se le conoce también como esteatosis cuando hay
infiltracién (dep6sito) de grasa intrahepética y esteatohepatitis cuando ademas
hay inflamacién. Las causas méas frecuentes son el consumo de alcohol y la
ingesta de medicamentos daflinos al higado, analgésicos, hormonas femeninas
(estrégenos), tetraciclinas, salicilatos, etc. Algunos autores refieren que es una
aberracion -en el metabolismo de las grasas (acidos grasos y triglicéridos), lo que
conduce a una-acumulacion intrahepética de los triglicéridos (Merck, 1997).
2.3.4.3. Cirrosis

La cirosis es la consecuencia de un dafio acumulado en el higado,
habitualmente durante varios afios, que se caracteriza por la acumulacion de
fibrosis (cicatrices) en el tejdo hepatico. Estos cambios del tejido interfieren con

la estructura y funcionamiento normal del higado, ocasionando serias
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complicaciones en la circulacién de la sangre a través de dicho 6rgano y en sus
funciones. Existen numerosas causas que pueden desencadenar la cirrosis
hepatica, entre las principales estan: consumo excesivo de alcohol, reaccién
severa a drogas o medicamentos, exposicién prolongada a agentes toxicos en el
‘medio ambiente o el trabajo (Merck, 1997).

2.4, Silimarina

Silimarina, principio activo de la planta Silybum marianum, popularmente
conocida como Cardo Mariano, es una de las sustancias mas poderosas y
protectoras del higado que se conocen, que actia como estabilizador de la
membrana hepatica. Los estudios experimentales han mostrado que favorece la
conservacién y la integridad de estructuras peri e intracelulares en los
hepatocitos frente a agentes agresores experimentales (Alhalel, 1998).

2.4.1. Flavonoides

Las plantas superiores sintetizan una amplia variedad de compuestos fenélicos
durante su crecimiento y desarrolio, entre ellos, los flavonoides metabolitos
secundarios productos de la ruta biosintetica del acido shikimico y los
policétidos, interviene en los vegetales en la formaciéon de pigmentos, en la
proteccion frente a la radiacion ultravioleta, en la defensa durante la interaccion
planta ~ patégeno.

Desde el punto de vista quimico los flavonoides son estructuras del tipo
diaril-propano con dos anillos aromaticos unidos entre si por una cadena de tres
carbonos cicladas a través de un oxigeno.

La actividad hepatoprotectora atribuida a estos compuestos se debe
principalmente a su actividad antioxidadnte, puesto que los flavonoides ejercen
una posible accion -estabilizadora de la membrana de los hepatocitos,
principalmente al inhibir la peroxidasa lipidica (Bruneton, 1991; Villar del Fresno,

1999; Kuklinski, 2000).
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Figura N° 01. Estructura molecular de los flavonoides (Villar del Fresno, 1999)
2.4.2. Propiedades

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de
grupos hidroxilo fendlicos con excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.
Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenémenos
de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero de
patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer.
Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentaimente hacia los
radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en el
inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-
inflamatoria), de prevenir ia agregacion plaquetaria (efectos antitrombéticos) y de
proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencién de la
placa de ateroma) (Martinez, 2005).

24.3. Flavonoides en el Genero Satureja

Escudero 'y col. (1985), describen la presencia de naringenin 7-O-rutinosido y
-eriodictol 7-O-rutinosido en las hojas de Satureja acinos y Satureja montana; y
Sanchez de Rojas y col. (1996), la presencia de naringenina, €riodictol y luteolina

en las hojas de Satureja obovata.
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Lizarraga y Abdala (2004), reportan el aislamiento de flavonoides de las partes
-aéreas de Satureja boliviana (Benth.), siendo identificados como el kaemferol 7-
O-glucosido, kaemferol 3-O-xilitol glucosido, kaemferol 7-rhamnosido y quercetin

3 —-O-soforosido. El kaemferal y la quercetina son flavonoles que se diferencian

por el grado N de oxidacién-en el anillo B.

Figura N° 02. Estructura molecular de kaemferol (1) y-quercetina ( Il ) (Lizarraga
y Abdala, 2004), |

Mogadam y col. (2008), aislaron un flavonoide de un extracto diclorometano de
las partes aéreas de Safureja khuzistanica cultivada. Esta especie es utilizada
como analgésico y antiséptico por la poblacion del sur de Iran. El flavonoide fue

identificado como 4, 5, 6-trihydroxy-3’, 7-dimethoxyflavone.

Figura N° 03. Estructura molecular de Satureja khuzistanica (Moghaddam y col,
2006).

Alonso (2009), investigd moléculas con actividad antioxidante aisldé tres
flavonoides de Satureja macrostema, siendo caracterizados por RMN *C y RMN
'H. Los compuestos fueron identificados como la 5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona,

5-hidroxi-3, 6, 4-trimetoxiflavona y la 5,4’-dimetoxi-7 3’ 5'-trihidroxiftavanona.
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Figura N° 04. Estructuras moleculares de flavonas de Satureja macrostema
(Alonso, 20089).

Lépez ~ Léazaro (2009), en una revisibn sobre la distribucién y propiedades
biolégicas del flavonoide luteolina, refiere que esta se encuentra presente en

Satureja obovata y Satureja parvifolia.

Figura N° 05. Estructura molecular de flavona luteolina (Lépez - Lazaro, 2009).
Gohari y col. (2009), estudiaron los flavonoides de Satureja atropatana bonge a

partir de un extracto de acetato de etilo y metanédlico de las partes aéreas,
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Jogrando aislar e identificar cuatro flavonoides: 5, 6, 3-trihidroxi-7, 8, 4-
trimetoxiflavona, 5, 6 — dihidroxi- 7, 8, 3’, 4- tetrametoxiflavona, 5, 6, 4 -

trihidroxi- 7, 8, 3’ —trimetoxiflavona y la luteolina.

‘MeO.

HO

Figura N° 06. Estructuras moleculares de flavonas aisladas de Satureja
atropatana (Gohari 'y col., 2009).

Lock de Ugaz (1994), refiere que las flavonas y flavanoles dan coloraciones de
amarillo a rojo con la prueba de Shinoda, fluorescencia purpura a la luz
ultravioleta y tienen absorbancias al ultravioleta entre 250 a 280 nm y 310 a 350

nm para las flavonas y 250 a 280 nm y 350 a 385 nm los flavonoles.
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I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacibn se realiz6 en los Laboratorios de
Farmacognosia y Bioguimica de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la
‘Facultad de Ciencias Biolédgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamangadurante los mesesde Enero a Setiembre del 2010.

3.2. Poblacién

Flavonoides presentes en las hojas de ‘Satuneja brevicalyx Epl “‘wayra mufia”
‘que crece en el distrito de Quinua a una altitud de 3750 msnm.

3.3. Muestra

9 gramos de flavonoides aislados de las hojas de Safureja brevicalyx Epi
“wayra munia”.

3.4. Animales de experimentacién

24 ratas albinas machos de la cepa Holtzman de pesos comprendidos entre 180
-a 200 gramos, de 3 meses de edad, procedentes de la Universidad Agraria la
Molina de la ciudad de Lima. Las ratas fueron sometidas, antes del experimento
a un tratamiento preestablecido que consistié en el acondicionamiento ambiental
por 1 mes a temperatura ambiente, en jaulas previamente acondicionadas, -con

alimento adecuado y agua, ad libitum.
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'3.5. Disefio metodoidgico para la recoleccion de datos

3.5.1. Preparacion de la muestra

Las hojas fueron desecadas bajo sombra hasta la eliminacién de la humedad por
-un periodo de una semana. Se tomé 400 gramos de hojas secas y se pulverizd
en un -mortero de porcelana, -se maceré con 5 litros de alcohol al 80% siguiendo
el esquema mostrado en la Figura N° 11 y 12, se fitré y se evapord a sequedad
-en -el rotavapor, obteniéndose aproximadamente 100 gramos de extracto
hidroalcohélico seco.

3.5.2. Extraccién de flavonoides

El extracto seco se sUspendié en -agua destilada y fue trasvasado a un embudo
de separacion, seguidamente desengrasado con éter de petréleo y extraido con
cloroformo y acetato deetilo. Finalmente se obtuvo9 gramos de flavonoides, el
cual fue caracterizado con la prueba de Shinoda en la fraccién de acetato de
etilo, dando un color rojo cerezo, lo que evidencia la presencia de flavonoides en
la fraccion-(Aguilar, 2005).

Se caracteriz6 por ensayos cromatograficos con revelado a la luz ultravioleta y
cloruro férrico utilizando como soporte silicagel G; solventes: Butanol, Acido
acético y Agua en proporciones de (4:1:5) Fotografia N° 05

3.5.3. Determinacién de la actividad hepatoprotectora por induccién de
dafio hepéatico contetracioruro de carbono (Fleuretin y col,, 1986 y Arroyo y
col., 2004).

Fundamento:

El efecto téxico del tetracloruro de carbono se debe a su conversion mediante el
-citocromo P4so en el radical toxico altamente reactivo CCl; (radical
tfriclorometano), este proceso se produce mediante la reaccion.

CCla+ € —p CCis + Cl.” Los radicales libres producidos locaimente

producen autooxidacion de los 4cidos grasos poliénicos presentes dentro de los

21



fosfolipidos de la membrana, alli se presenta la descomposicién oxidativa del
lipido y tras reaccionar con el oxigeno forma radicales peréxido como el
CCI300 (radical triclorometilperoxi), una especie altamente reactiva (Kumar y
col., 2005).
3.5.4. Procedimiento experimental
Se utilizaron 24 ratas machos de raza -albina con -un peso comprendido entre
180 a 200 gramos, las cuales 24 horas antes de realizar el experimento fueron
sometidas a -ayuno con libre disponibilidad de agua. Se pesaron y separaron en
6 grupos experimentales al azar conformado cada grupo de 4 ratas.
» El grupo N° 01, constituyé el grupo blanco recibié CMC al 0,1% (5 mikg), via
oral.
> El grupo N° 02, constituyé el grupo controlnegativo, recibi6 CMC al 0,1% vy
1 h después fue inyectado con CCl, (0.3 mi/kg) empleando aceite de oliva
como vehiculo (5 mi/kg), por via intraperitoneal.
> El grupo N° 03, constituyd el grupo control positivo, se administré (silimarina
70 mg) a una dosis de 50 mg/Kg. por via oral, 1 h-antes de la intoxicacién con
CCls en aceite de oliva (5 mi/kg) por via intraperitoneal.
> Losgrupo N° 04, 05 y 06 se les administr6 25mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg
de flavonoides en CMC al 0,1% por via oral, 1 hora antes de intoxicar con
‘CCls en aceite de oliva (5 mi/kg) por via intraperitoneal.
3.5.5. Estimacion de los niveles séricos de transaminasas (TGO y TGP)
La sangre ha sido obtenida -directamente del corazén por medio de la técnica de
puncién cardiaca, 24 horas después de ‘la intoxicacién con tetracloruro de
-carbono y se tomd -aproximadamente 4ml de sangre por animal. Las muestras
sanguineas obtenidas se dejaron coagular a temperatura ambiente por una hora;

luego se separé6 el suero por centrifugacién a 3000 rpm por 10 minutos, para
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utilizar en la determinacién de las transaminasas TGO y TGP. Se empied el
método colorimétrico descrito por Laboratorios Wiener Lab. (2000)

3.5.6. Determinacién de las transaminasas TGO y TGP por el método
colorimétrico.

3.5.7. Fundamento del método

La TGO cataliza la siguiente reaccién:

CO,H CO,H
CO,H I CO,H ;;
, c=0 ] HC—NH,
H(l.‘.—--NHz + (|3 y TGO/AST c|;=o + L
Ly ; Ty
CH, | CH, |
[ CH, | CH,
CO,H | CO,H |
LL-asparato g- cetoghitarato Oxalacetato L- glutamato |

Figura N° 07. Representa la reaccién quimica catalizada por la Transaminasa

glutamico -oxalacética.

' co No, NO, .
Cl:=0 \
éH 4+  H;N—NH : T =
>H,
| \ .
COH NO,
Oxalacetato Dinitrofenilhidrazina Dinitrofenithidrazona de oxalacetato

Figura N° 08. Representa la reaccion quimica luego de la condensacién -del

oxalacetato con DNFH.
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CO,H
| | » COH
'?OZH ?:o © TGPIALT ?OZH Htlz—Nt-lz |
e g oL

I A
L s
L-alanina a -cetoglutarato piruvato L- ghtamato

Figura N° 09. Representa la reaccion quimica catalizada por la Transaminasa

glutamico piravica.

{ Piruvato Dinitrofenithidrazina Dinitrofenithidrazina de piruvato.

Figura N°10. Representa la reaccién quimica luego de la-condensacién del

piruvato con DNFH.

La preparacién de la solucién de trabajo y las lecturas de TGP se procedieron
igual que para la determinacién de TGO.

3.5.8. Procedimiento para la determinaciéon de transaminasas

Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro de marca Spectronic 20 D+
y se cumplieron con lossiguientes requisitos:

‘Longitud de onda 505nm

Espesor de cubeta : 1cm
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‘Cuadro N° 01. Procedimiento para la determinacion de transaminasas.

‘En dos tubos previamente marcados B (blanco) y D (desconocido), colocar

B D

Sustrato (TGP o TGO) , 0,5mi 0,5ml

| Colocar en bafo de',,agua a 37°C # 05°C unos minutos.

| Suero 100 ul

Agua destilada 100ul

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

"Reactivo 2,4 — DNFH 0.5mi 4 0.5mi

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37°C. Luego se agrega:

Diluyente para enzimas _ 5ml 5ml

Mezclar porinversion yretirar del bafio .despﬂ,és de 2 minutos leer la absorbancia

en-un espectrofotémetro a 505 nm, flevando el equipo a cero con agua destilada.

3.5.9. Procedimiento para la biopsia

A las muestras de higado, previamente fijadas en formol al 10%, se les realizé el
estudio macroscdpico, para lo cual se identificaron, midieron y pesaron, estos
-datos se colocaron en el cuadro de resultados macroscépicos. Luego, se
obtuvieron 2 cortes al azar de -cada muestra; fueron procesados con la técnica
‘habitual de inclusién en parafina y cortadas en secciones de 5 micras. De cada
corte se obtuvo 01 lamina, ala que se le realiz6 la coloracién de Hematoxilina-
Eosina, por lo cual se obtuvieron un total de 28 laminas. Posteriormente, se
realizé el estudio microscopico de cada lamina (con un microscopio binocular

marca Nikon) en toda Ia integridad de las laminas con el objetivo de 10x y 40x,
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evaluandose para ¢llo los parametros ya establecidos en el cuadro de resultados

‘microscopicos.

3.6. Andlisis de Datos

Los datos obtenidos de la medicién de los niveles de transaminasas después
del tratamiento con flavonoides previa intoxicacién con tetracloruro de carbono,
para el analisis estadistico, fueron -expresados como la media, desviacién
estandar y sometida al analisis de varianza (ANOVA) con 95% de confianza yla

prueba de Duncan, para evaluar las diferencias entre los tratamientos.
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V.- RESULTADOS
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‘Grafico N° 01: Valores de transaminasa -glutamico oxalacética en ratasalbinas
‘por efecto de los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalyx Epl.
“wayra-muia”. Ayacucho -2010.
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‘Grafico N° 02: Valores de transaminasa glutamico piruvica en ratas -albinas -por
efecto de los flavondides aislados de las hojas de Satureja brevicalyx Epl
“‘wayra mufia”. Ayacucho - 2010.
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Cuadro N° 02. Resultados de las caracteristicas macroscopicas de las muestras

del higado, en ratas albina por efecto de los flavonoides aislados de las hojas

Satureja brevicalyx Epi “wayra mufia”. Ayacucho - 2010.

Muestral | Muestrall | Muestra lll | Muestra IV | MuestraV | Muestra Vi
| Caracteristicas oo |G | silmarina | 25mgkg | Somgkg | 100mgika
| Peso S5gramos | 5.5gramos | 6.8gramos | Sgramos | 6gramos 6gramos

Color pardo pardo pardo pardo pardo _pardo
claro - OSCUro -claro claro grisaceo grisaceo’

Consistencia | blando btando blando blando | blando | blando

Swetcie  |isa  |isa  |Gsa  |6sa | fea oo
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Cuadro N° 03. Resultados dela biopsia de las muestras del higado, en ratas

-albinas por efecto de los flavonoides aislados de las hojas de Satureja

brevicalyx Epi “wayra mufia”. Ayacucho - 2010.

Muestral Muestrall | Muestra lll | Muestra IV | Muestra V | Muestra VI
caracteriticas | Blanco ccl4 Silimarina | 25mg/kg 50mgikg | 100mg/kg
. +{+++mem | ++/+++ +/4+++ mcm 4[4 +/++4+ mcm
g‘rg'::c'é" ‘mem - mem
v c osti6 [+ ++/4++ [+ +/4++ +[44+ 4+t
ongestion | venaclb | vera cb Venach | venach Venaclb | Venaclb
Degenieacion g ‘ 4/t +/4++ +++e +/+++ +/4+4++ :
balonizante | multifocal multifocal multifocal muitifocal | multifocal
R A A. +4+ /44 +/+4;+' +/4+++ A+ ]+
Hepatitis e zona 1,2,3 | zona2mn | zona2mn zona2mn | zona1?2
| reaccionat {mixto) (mixto)
Necrosis [ , [+ [+ +/+++ +[t++ + [+t
| pareniquimal | zona2,3 | zona2, 3 |zona2,3 |zona2 3 zona2,3 |zona2 3

o +/+++:leve.

e ++/+++: severo

e mcm: micronodular multifocal

e clb: centrolobulillar

* mn. mononuclear
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V. DISCUSION

El -higado se sitiia entre el aparato digestivo y el resto del cuerpo y funciona
‘como una estacién de paso entre la circulacién esplacnica y la sistémica. Tiene
la importante funcién de mantener la homeostasis metabdlica del organismo.
Por ello las -alteraciones hepéticas tienen importantes consecuencias, todas las
funciones importantes pueden quedar nocivamente alteradas por lesidnes
‘hepaticas originadas por exposién aguda o crénica a toxicos. La pérdida de las
funciones del higado puede -conducir a aberraciones de otros 6rganos y a la
muerte (Kumar y col., 2005).

‘El screening fitoquimico de Satureja brevicalyx realizado por Soto (1999),
reporta la presencia de flavonoides y ofros metabolitos como triterpenos,
esteroides, sesquiterpenlactonas, cumarinas, catequinas, resinas, azticares
reductores, taninos, mucilagos, esencias, saponinas y principios amargos.
Asimismo, mencion6 el color rojo cereza con la prueba de Shinoda para los
flavonoides, constituyendo el primer reporte respecto a los flavonoides en esta
especie vegetal.

En la presente investigacion se aisl6 los flavonoides de Satureja brevicalyx Epi,

a partir del extracto hidroalcohélico de las hojas con etanol al 80%. La utilizacion
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de mezclas hidroalcohblicas para la extraccion de flavonoides esta
ampliamente reportado en la literatura especializada (Aguilar, 2005). Para la
separacién de los otros metabolitos secundarios se utilizé disolventes apolares
-como éter de petroleo y cloroformo, mediante un proceso de extraccion sucesiva
liquido — liquido utilizando un embudo de separacion. Finalmente se utiliz6 el
acetato de etilo, que es el solvente por excelencia para la recuperacion de los
flavonoides obteniéndose aproximadamente 9 gramos de flavonoides totales. El
‘seguimiento de la presencia de flavonoides en los diferentes extractos, se
realizd con la prueba de Shinoda, obteniéndose para la fase etérea una
coloracién marmrén amarillento, mientras que, en la fase cloroférmica un color
verde oscuro y finalmente en la fraccidn de acetato de etilo se observa un color
rojo cereza que evidencia la presencia de flavonoides solamente en la fraccién
obtenida con este solvente. Fotografia N° 04 (fraccién iil).

Por ofro lado para la caracterizacion de los flavonoides son utilizadas las
técnicas cromatograficas de modo particular la cromatografia en capa fina.

Villar Del Fresno (1999), en la Fotografia N° 05, se muestra la cromatografia
en capa fina de los flavonoides de Satureja brevicalyx Epi “wayra murfia”
revelados con luz ultravioleta, donde se observa la fluorescencia en dos
fracciones, una mancha azul oscura que representa a los flavonoides libres y
debajo de estas unas manchas azul claras, que indica la presencia de
flavonoides metoxilados. Del mismo modo en la misma figura se muestra el
‘tevelado con cloruro férrico donde se puede observar también la presencia de
flavonoides fbres y metoxilados a través de las manchas marrén oscuras y
marrén tenue respectivamente. Es asi que los autores, Escudero y col (1985),
Maghaddam y col (2006), Alonso (2009), Lépez ~ Lazaro (2009), Gohari y col
(2009), Look de Ugas (1994), reportan la diversidad estructural de los

flavonoides en el género Satureja.
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Para determinar la actividad hepatoprotectora de los flavonoides de las hojas de
Satureja brevicalyx Epl ‘wayra mufia’, se empled un modelo experimental
farmacolégico de evaluacion de funcidn hepatica, el cual fue descrito por
Fleurentin y col. (1986), usando para ello ratas albinas machos, las cuales
fueron sometidas a dafio hepatico por administracién de tetracloruro de carbono.
En el Grafico N° 01, se reportan los valores alcanzados para TGO como
consecuencia de la actividad hepatoprotectora de los flavonoldes aislados de
las hojas de Satureja brevicalyx Epl., donde se observa claramente la diferencia
de los valores obtenidos en cada tratamiento con respecto al tetracloruro de
carbono y el grupo blanco, el valor sérico promedio para TGO, para el grupo
tratado con tetracloruro de carbono es de 154.6 Ul/L, que representa casi el
doble de los resultados alcanzados con el grupo blanco que es de 95.0 Ul/L.
Asimismo, se observa que los valores de TGO para el grupo tratado con
Silimarina 50 mg/kg fue de 99.2 UI/L, con estos resultados se demuestra que la
silimarina tiene la capacidad de atenuar los niveles de la actividad enzimatica de
TGO frente al daflo hepatico inducido por el tetracloruro de carbono. Mientras
que las dosis administradas de flavonoides de Satureja, redujeron parcialmente
los valores de TGO en un 43%, 50% y 54% a las dosis de 25 mg/Kg, 50 mg/Kg y
100 mg/Kg respectivamente. Los datos fueron sometidos a la prueba de
comparaciones mduitiples de Duncan para, evidenciar diferencias significativas
entre los tratamientos, para lo cual se obtuvo 3 sub grupos hallandose que el
primer -sub grupo conformado por el blanco, silimarina y 25 mg/kg son
estadisticamente similares, a su vez diferente al segundo sub grupo
conformado por la silimarina, 25 mg/kg y 50 mg/kg que son estadisticamente
similares entre si, pero diferente al tercer sub grupo conformado por 25
mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg de flavonoides de Satureja brevicalyx Epl,

asimismo se demuestra las diferencias con el grupo de tetracloruro de carbono.
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La literatra menciona que la TGO es una transaminasa que no es tan
determinante como indicador de dafio hepatico (Hicks, 2001), por lo que estos
valores no son tan significativos.

Lozano (2006), reporté que Mutisia acuminata R&P tienen entre ofros
metabolitos a los flavonoides y en la evaluacién de la actividad hepatoprotectora
hallé con la silimarina un valor de TGO de 69.10 Ul/L. Mendoza (2007) refiere un
valor de 70.16 Ul/L, ambos administraron silimarina 50 mg/Kg y Mukerjee y col.
(2007) administrando silimarina 25 mg/Kg reportan un valor de 55.78 UI/L;
mientras que Shirish (2010) reporta un valor de 160.29 Ul/L después de la
administracion de 7 mg/kg de silimarina, esto dificuita comparar los resuitados
encontrados en este trabajo de investigaciébn, con los reportados por los
investigadores arriba mencionados, por lo mismo que no se puede tomar estos
valores como estandares. Ei valor encontrado en este trabajo es de 99.2 Ul/L
para la silimarina.

En el Grafico N° 02, se muestran los niveles promedio alcanzados para TGP
posterior a la evaluacién de la actividad hepatoprotectora de los flavonoides de
Satureja brevicalyx Epi., donde se observa que posterior a la induccién del dafio
hepatico con tetracloruro de carbono (0,3 mi/kg), los niveles séricos de TGP se
elevan hasta alcanzar valores de 145.4 Ul/L, en comparacion al grupo blanco
que sélo recibe agua (5 mi/kg) que muestra valores de 61.9 Ul/L, sin embargo,
se puede observar que hay una similitud en cuanto a la respuesta farmacolégica
de la dosis de 25 mg/kg de los flavonoides que muestra valores de 86.3 Ul/L y el
grupo control silimarina 50 mg/kg de 80.2 UI/L , mientras que a la dosis de 50
mg/Kg y 100 mg/Kg tienen una menor actividad que la silimarina, a pesar que
son dosis mayores. Se puede suponer que no se cumple el principio de dosis
respuesta, es decir, a mayor dosis mejor efecto, posiblemente por saturacion de

los receptores o por mecanismos no conocidos que impiden un mejor efecto a
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una mayor dosis. De la misma forma que en el caso de TGO, los datos fueron
sometidos a la prueba de comparaciones muitiples de Duncan , para ello se ha
formado 4 sub grupos hallandose que el primer sub grupo conformado por el
blanco y silimarina son estadisticamente similares, a su vez diferente al segundo
sub grupo conformado por silimarina, 25 mg/kg y 50 mg/kg de flavonoides, que
'son estadisticamente semejantes entre si, pero diferente al tercer sub grupo
conformado por 50mg/kg y 100 mg/kg de flavonoides, asimismo se demuestra
las diferencias estadisticas con el grupo de tetracloruro.

Lozano (2006), para TGP reporta 314 Ul/L, Mendoza (2007) 262 UIL
respectivamente, después de administrar 50 mg/Kg de silimarina, Mukerjee
(2007) 34.56 con la administracion de 25 mg/Kg; resultados muy cercanos entre
si, a pesar de las diferencias en la concentracion de silimarina administrada
Shirish (2010), refiere de 17324 U/L, pero administrando 7 mg/Kg de
silimarina, bastante alejados de los anteriores. De la misma forma que en el caso
de TGO, no se puede hacer una comparacion con el resultado hallado en este
trabajo, puesto que el nivel enzimatico hallado es de 80.2 UI/L. En el trabajo
realizado por Mendoza (2007), los niveles enzimaticos encontrados no siguen
una tendencia dosis-respuesta, porque, a mayor dosis los valores de TGP
tienden a elevarse y a 50 mg/Kg del extracto acuoso logré una mejor respuesta.
Esto se puede explicar porque el extracto acuoso extrae metabolitos secundarios
altamente polares como fenoles, acidos fendlicos y flavonoides quienes son
ampliamente conocidos como antioxidantes; y serian los responsables de la
actividad hepatoprotectora, actuando de forma antagénica.

En el trabajo de investigacion realizado se ha logrado determinar que la dosis
de 25 mg/Kg de flavonoides de Satureja brevicalyx Epi, produce la mejor

respuesta farmacolégica, reduciendo la actividad enzimatica considerablemente.
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En el Cuadro N° 02, se reportan los resultados de las caracteristicas
macroscopicas estudiadas, donde se observa que las muestras de higado no
presentan diferencias significativas en cuanto color, a la consistencia y superfie,
pero en cuanto al color hay un ligero cambio en el grupo de tetracloruro. Se
puede interpretar que el dafio producido por el tetracloruro de carbono no
produce cambios macroscopicos importantes, esto debido a que la exposicién
téxica no es constante y se produce un dafio agudo. El dafio hepético inducido
por tetracloruro de carbono, esta mediado por la formacién de radicales libres, o
que ocasién una reduccion de la fluidez de la membrana, la cual es importante
para preservar la funcion celular, ejerce su efecto toxico al generar el radical libre
CCl,, por accibn de oxidasas ligasas al sistema P450 en el reticulo
endoplasmico. Por otro lado, la peroxidacidon de lipidos que afecta a la
membrana plasmatica se manifiesta en trastomos en el transporte de iones,
como son ingreso masivo de agua, sodio y calcio con todas las consecuencias
deletéreas para las células, que pueden llegar hasta su ruptura y muerte. Desde
el punto de vista bioquimico, el dafio hepatico se refleja a través de un
incremento de la actividad enzimatica de TGO y TGP, en muestra de ‘suero,
teniendo en cuenta que estas enzimas son muy sensibles a las afecciones
‘hepaticas.

En el cuadro N° 03, Se reportan los resultados de la biopsia del parénquima
hepético sometido a la coloracion de Hematoxilina-Eosina. En el grupo de
tetracloruro de carbono, se observa degeneraciéon balonizante marcada en los
hepatocitos, asi como infitracion grasa, congestion, hepatitis reaccional y dafio a
nivel del parénquima hepatico Fotografia N° 12, mientras que el grupo tratado
con silimarina 50 mg/kg, presenta degeneracion balonizante leve, hepatitis
reaccional y congestion vascular sinusoidal leve con arquitectura conservada y

no se observa infiltracibn grasa (esteatosis) Fotografia N° 13. Asimismo se
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puede apreciar en la Fotografia N° 14, la dosis de 25 mg/kg, se produjo infiltrado
inflamatorio -de tipo mononuclear leve, congestion vascular sinusoidal, ‘hepatitis
reaccional y degeneracidn balonizante leve, por otro lado se observa que en los
grupos que recibieron tratamiento con dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg, se
produjo infiltrado inflamacién, degeneracién balonizante -en los hepatocitos,
congestion vascular sinusoidal y hepatitis reaccional de leve a moderada, en
algunos casos esteatosis hepatica, Fotografia N° 15 y Fotografia N° 16
‘respectivamente. También se muestra los resultados del grupo blanco en el que
se aprecia que no hay ninguna caracteristica resaltante, con lo que se
demuestra que la induccibn de la toxicidad hepatica a pesar de haber
-administrado hepatoprotectores, como la silimarina y los flavonoides de Satureja
brevicalyx Epi. “wayra mufia” aun afecta la estructura de las células hepéticas.
Gupta y Misra (2008), evaluaron la actividad hepatoprotectora del extracto
hidroaicohélico de las flores de Chamomilla recutita en ratas albinas intoxicadas
con paracetamol, proponiendo €l posible mecanismo de hepatoproteccion de la
siguiente ‘manera; a) en el extracto existen componentes secuestradores de
radicales libres que neutralizan a los radicales libres producidos por el dafio
hepético inducido por ‘el paracetamol, b) induce a la elevacién de los
mecanismos de autoproteccién antioxidante como el glutation reducido; por
-ende, concluyen que la actividad hepatoprotectora combinada con la actividad
-antioxidante tienen un efecto sinérgico para prevenir los procesos de iniciacion y
progreso del dafio hepatocelular.

Villar del Fresno (1999), sefiala que los flavonoides, en general poseen
capacidad para neutralizar radicales iibres responsables cuando estan dotados
de alto grado de reactividad, de la aparicion de determinadas patologias o del
agravamiento de las mismas. Esta accién antirradicalaria es, en algunos casos

heterogéneas en relacion a los distintos tipos de radicales libres. La capacidad
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de los flavonoides para prevenir la oxidacién del acido ascérbico es un hecho
reconocido en la proteccion de esta vitamina en los zumos frescos de frutas. Es
obvio que tal propiedad provee -a los flavonoides de una actividad protectora de
las células oxidables (por ejemplo membranas lipidica).

Las investigaciones recientes inducen a pensar que existe una base comun que
explicaria los -efectos farmacoldgicos de los flavonoides, considerandose la
actividad antioxidante como la mas probable para jugar este papel.

La mayoria de los flavonoides se comportan in vitro como inhibidores
enzimaticos, 1o que explica el mecanismo de accibn de varios de sus efectos
farmacolégicos, ‘aunque en algunos casos pueden actuar como estimulantes
enzimaticos.

Finalmente, los flavonoides aislados de las hojas de Satureja brevicalix Epi, han
demostrado tener actividad hepatoprotectora al reducir los valores de TGP
cercanos a la de silimarina, que es un hepatoprotector conocido, pero no logré
reducir los valores de TGO, esto podria ser porque no es una enzima especifica

del higado, es decir no es un indicador especifico del dafio hepatico.
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1.

VI. CONCLUSIONES

Los flavonoides de la hojas de Satureja brevicalyx Epl. “wayra mufia’,

poseen actividad hepatoprotectora contra el dafio hepatico producido por

tetracloruro de carbono, obteniéndose mejores resultados con la dosisde

25 mg/Kg.

Los niveles de transaminasas TGO y TGP para la dosis de 25 mg/kg son
de 136.6 UL y 86.3 Ul/L, respectivamente, asi como para lasilimarina
de 992 UL y 802 UWL. Estos resultados demuestran de que la

sllimarina y la dosis de 25 mg/kg de flavonoides, para la TGO, presentan

una ligera variacibn mientras que para la TGP los valores son muy

cercanos entre si, esto indica que tienen una actividad farmacoldgica
similar.
La biopsia del higado demostrd el efecto hepatoprotector de los

flavonoidesa nivel macroscépico y microscépico.
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Vi. RECOMENDACIONES

1. Continuar con el estudio de la actividad hepatoprotectora de los flavonoides
de Satureja brevicalyx Epl “‘wayra muia®’, empleando ofro disefio
‘metodolégico y concentraciénes menores a 25 mg/kg.

2. Se recomienda a los estudiantes de la Escuela de Formacion Profesional de
Farmacia y Bioquimica -seguir realizando estudios de las diferentes
propiedades de Satureja brevicalyx Epi. “wayra mufia’, con la fraccion
aislada de flavonoides.

3. El uso de animales de experimentacion en estudios de investigaciéon es de
vital importancia por lo que se recomienda a los alumnos y docentes que
frabajan con ellos poner bastante atencién en el cuidado y alimentacion,
factores que finaimente juegan un papel importante en la realizacion de

cualquier tipo de estudio.
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ANEXOS



ANEXO N°01

Fotografia N° 01. Que muestra la recolectando de Satureja brevicalyx Epl

“wayra mufia”, en Quinua.

RIS L~ PR M s S
Fotografia N° 02. Hojas de Satureja brevicalyx Epl “wayra mufia”, en
proceso de desecacion.



Fotografia N° 03. Investigadora realizando el fraccionamiento del
extracto hidroalcohdlico.
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Fotografia N° 04. Tubos con reacciones de éter de petrdleo (1), cloroformo (lf)
v acetato de etilo (lll), con la prueba de shinoda.



M m

Fotografia N° 05. Cromatografia en capa fina de los flavonoides revelados con

luz ultravioleta (1) y cloruro férrico al 5% (l).

Y . S~ E _ ™
Fotografia N° 06. Investigadora extrayendo sangre de la rata por puncién
cardiaca, previa intoxicacion con Tetracloruro de carbono.



Fotografia N°07: Tubos de ensayo con muestra de sangre luego de la
intoxicacion con tetracloruro de carbono.

Fotografia N° 08. Investigadora procesando la muestra para la determinacion
de transaminasas TGO y TGP.



Fotografia N° 09. Tubos de ensayo con el sustrato TGO y TGP, después
de bafio Maria.

b

Fotografia N° 10. Tubos con reaccién enzimatica de transaminasas TGO y TGP
previo, a la lectura en el espectrofotémetro.



ANEXO N°02

400 gramos de hojas secas de Satureja brevicalyx Epl “wayra mufia”
con 5 litros de EtOH 80%
| I

Residuo o “marco” Solucién hidrohaicohélica 1

1Maceraci6n por 7 dias con

Maceracion por 7 dias con §
. litros de EtOH 80%

Solucién hidrohalcoholica 1+2

‘Marco l
Solucion hidrohalcoholica total
l concentracion

Extracto etandlico

Figura N° 11. Esquema de la obtencién del extracto hidroalcohdlico

Extracto Etanélico

!

- Suspensidn en agua destilada

Prueba de solubilidad - desengrasado con éter de petréleo
marcha fitoquimica l ‘ l
Fraccion etérea Fraccion desengrasada de la

extraccion con acetato de etio

Fraccién acuosa Fraccion
acetato de etilo

Figura N° 12. Esquema del fraccionamiento del extracto hidroalcohdlico




ANEXON°03

Cuadro N° 04. Valores descriptivos de transaminasa glutamico oxalacética en

ratas albinas por efecto de los flavonoides aislados de Satureja brevicalyx

Ep!l. “wayra muria”. Ayacucho 2010.

Intervalo de

Desviaciéon Error confianza 95%

Tratamiento N Media estindar  estindar Limite  Limite Minimo Maximo
Inferior superior

Blanco 4 95,0 10,7 53 78,0 112,0 81,9 103,7
Tetracloruro de

carbono 4 1546 25 1.3 150,6 158,6 1530 158,3
Silimafina 4 99,2 12,0 6,0 80,1 118,2 89,4 113,8
25 mg/Kg 4 1366 417 208 70,3 2029 1006 1763
50 my/Kg 4 1425 3386 16,8 89,0 195,9 96,2 1716
100 mg/Kg 4 1464 399 200 829 209,9 1142 1964
Total 24 1290 344 7.0 114,5 143,5 81,9 196,4

Cuadro N° 05. Resultado del andlisis de varianza de los valores descriptivo de

Transaminasa glutamico oxalacética en ratas albinas por efecto de los

flavonoides aislados de Satureja brevicalyx Epi “wayra mufia”.Ayacucho - 2010.

Suma de Media de

cuadrados  df cuadrados F Sig.
Entre grupos 12979,6 5 25959 33 0,027
Dentro de
grupos 14166,9 18 7871
Totai 27146,5 23




Cuadro N° 06. Resultados de la prueba de comparaciones muiltiples de

Duncan de los promedios de transaminasa glutamica oxalacética en

ratas albinas por efecto de los flavonoides aislados de Satureja brevicalyx

Epl “wayra mufia”. Ayacucho -2010.

Sub conjuntos homogéneos

Tratamiento 1 2 3
Blanco 95,0

Sifimarina 99,2 99,2

25 mg/Kg 136,86 136,6 136,6
50 mg/Kg 1425 142,5
100mg/Kg 146,4
Tetracloruro de carbono 154,6
Sig. 0,061 0,052 0,415




Cuadro N° 07. Valores descriptivos de transaminasa glutamico pirtivica en ratas
albinas por efecto de los flavonoides aislados de Satureja brevicalyx Epi.

“wayra mufia”. Ayacucho 2010.

intervalo de
Desviacién Error confianza 95%
estindar  estandar Limite Limite

inferior superior

Tratamiento N Media Minimo Maximo

Blanco 4 61,9 7.9 39 494 744 524 70,6
Tetracloruro

de carbono 4 1454 90 4,5 131,0 159,7 137,8 155,4
Silimarina 4 80,2 15,2 7.6 559 104,4 71,9 103,0
25 mg/Kg 4 863 14,9 74 627 1100 710 1052
50mg/Kg 4 1025 10,6 53 85,6 119,4 87,0 111,2
100 ma/Kg 4 19,1 239 12,0 81,0 157,2 90,3 139,6
Total 24 99,2 30,7 6,3 86,3 12,2 524 155,4

Cuadro N° 08. Resultado del anilisis de varianza de los valores descriptivos de
transaminasa glutamico pirdvica en ratas albinas por efecto de los flavonoides

aislados de Satureja brevicalyx Epl. “wayra mufia”. Ayacucho - 2010.

Suma de Media de

cuadrados _ df cuadrados F Sig.
Entre grupos 178319 5 3566,4 16,7 3,3E-06
Dentro de
grupos 38484 18 213,8

Total 21680,3 23




Cuadro N° 09. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de

Duncan de los promedios de transaminasa glutamica pirlivica en ratas

albinas por efecto de los flavonoides aislados de Satureja brevicalyx Epi

“wayra mufia”. Ayacucho-2010.

Sub conjuntos homogéneos

Tratamiento N 1 2 3

Blanco 4 61,9

Silimarina 4 80,2 80,2

25 mg/Kg 4 86,3

50 mg/Kg 4 102,5 102,5

100mg/Kg 4 119,1
Tetracloruro de

carbono 4 1254
Sig. 0,094 0,055 0,124 1,000




ANEXO N° 04
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Figura N° 13. Anatomfa microscépica det higado (Kumar y col., 2005)



Fotografia N° 11. Muestra las imagenes macroscopicas y
resultados de la biopsia del grupo blanco (objetivo de 10x y 40x).

Fotografia N° 12. Muestra las imagenes macrosclpicas vy
biopsia del grupo de tetracloruro de carbono (objetivo de 10x y 40x).



Fotografia N°13. Muestra las imagenes macroscopicas y
resultados de la biopsia del grupo tratado con Silimarina 50mg/kg.
(objetivo de 10x y 40x).

Fotografia N° 13. Muestra las imagenes macroscdpicas y
biopsia del grupo tratado con 25 mg/kg de flavonoides de
Satureja brevicalyx Epi. “wayra mufia.” (objetivo de 10x y 40x).



Fotografia N° 15. Muestra las iméagenes macroscopicas
y biopsia del grupo tratado con 50 mg/kg de flavonoides de
Satureja brevicalyx Epi. “wayra mufia” (objetivo de 10x y 40x).

Fotografia N° 16. Que muestra las imagenes macroscépicas
y biopsia del grupo tratado con 100 mg/kg de flavonoides de
Satureja brevicalyx Epl. “wayra mufia” (objetivo de 10x y 40x).
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D.N° 168 — 2011 -FCB -D
Bach: YULY SOLEDAD PARIONA PALOMINO

En la ciudad de Ayacucho siendo las cuatro de la tarde del dia viernes tres de
Junio del dos mil once en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas bajo
la presidencia del decano de la Facuttad de Ciencias Biol6gicas Maestro Eimer
Avalos Pérez y la asistencia de los miembros: Magister José Manul Diez
Macavilca; Magister Marco Aronés Jara; Magister Enrique Javier Aguilar Felices
(Asesor) y Magister Brita Roberta Anaya Gonzalez (Cuarto Jurado), actuando
como secretaria docente Magister Maricela Lépez Sierralta, para recepcionar la
tesis Actividad Hepatoprotectora de los flavonoides aislados de las hojas de
Satureja brevicalyx “wayra mufia” en ratas. Ayacucho 2011 presentado por la
bachiller Yuly Soledad Pariona Palomino quien pretende optar el titulo
profesional de Quimico Farmaceutica.

El decano inicia el acto de sustentacion dando indicaciones sobre aspectos
relacionados a la sustentacion tales como el tiempo de sustentacién en un
tiempo maximo de cuarenta y cinco minutos, indicando ademas que las
diapositivas no deben ceflrse a una mera lectura sino como una ayuda
audiovisual;, luego solicita a la secretaria docente que luego de la revision de
documentos en mesa, dé lectura a la Resolucién Decanal N° 168-2011- FCD.

La sustentante inicia la exposicion de su trabajo de investigacion
haciendo uso de equipo multimedia para la proyeccién de sus diapositivas en el
tiempo en el tiempo correspondiente de cuarenta minutos.

Luego de la exposicién el decano inicia la segunda parte de! acto de
sustentacion en la cual los miembros del jurado calificador realizan las
observaciones y preguntas que crean conveniente para realizar la evaluacion
correspondiente como sigue:

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION RESPUESTA A PREGUNTAS PROMEDIO

José Diez Macavilca 17 17 17

Enrique Aguilar Felices 17 17 17
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