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Objetivos. Evaluar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” in vivo mediante el uso de ratones con lesién hepatica inducida por tetracloruro de carbono
(CCL4). Materiales y métodos. Estudio experimental. Se utilizé cuatro grupos de seis ratones albinos Mus
musculus - cepa Balb/c/CNPB: un grupo blanco, un grupo control que recibié vitamina E (Vitesol® E 400
U.I) y dos grupos a los que se les administré extracto hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” en dosis de 50 y 300 mg/kg. Para la evaluacion del efecto antioxidante in vivo se sometié a los
ratones a un modelo experimental de hepatotoxicidad por tetracloruro de carbono (CCL4) antes y durante
las intervenciones. Mediante la reaccion del acido tiobarbiturico se cuantificé el malonaldialdehido (MDA)
formado y se calculd el porcentaje de inhibicion de peroxidacion lipidica (POL) con el que se establecieron
diferencias por grupos. Resultados. E| tamizaje fitoquimico mostro la presencia muy abundante de
flavonoides. Los porcentajes de inhibicion de la POL obtenidos fueron de un 22 y 45%, para las dosis
de 50 y 300 mg/kg del extracto hidroalcohdlico. Si bien se encontraron diferencias significativas en la
comparacion entre grupos (p>0,05), las intervenciones experimentales no superaron los resultados
del grupo control con vitamina E (60%). Conclusiones. En las condiciones experimentales, el extracto
hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana Kraenz “wawillay” a dosis de 50 y 300 mg/kg presenta actividad
antioxidante, siendo esta aun menor a la mostrada por el estandar (vitamina E).

Palabras clave: Plantas medicinales; Antioxidantes; Calceolariaceae; Malondialdehido; flavonoides
(Fuente: DeCS).

In vivo antioxidant effect of Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” hydro-alcoholic extract in mice with hepatic injury

Abstract

Objetive. To evaluate the in vivo antioxidant effect of Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”
hydro-alcoholic extract through the use of mice with hepatic injury induced by carbon tetrachloride
(CCL,). Materials and methods. An experimental study. Four groups of 6 albino Mus musculus - strain
Balb/c/CNPB mice were used: a no-intervention group; a control group, which received Vitamin E
(VITESOL® E 400 U.l1); which Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay” hydro-alcoholic extract in
doses of 50 mg/kg and 300 mg/kg of the extract. To evaluate in vivo antioxidant effect, mice were
subjected to an experimental model of hepatotoxicity by carbon tetrachloride (CCL4) before and
during experimental interventions. Through the thiobarbituric acid reaction, the malonalmaldehyde
(MDA) formed was quantified and the percentage inhibition of lipid peroxidation (POL) was
calculated. With this data, statistical differences were established by groups. Results. Phytochemical
screening showed “very abundant” presence of flavonoids. The percentages of POL inhibition
obtained were 22% and 45%, for the doses of 50 mg/kg and 300 mg/kg of hydro-alcoholic extract.
Although significant differences were found in the comparison between groups (p> 0.05), the
experimental interventions did not surpass the results of control group intervened with Vitamin
E (60%). Conclusions. Under the experimental conditions, the Calceolaria engleriana Kraenz
“wawillay” hydro-alcoholic extract (at doses of 50 mg/kg and 300 mg/kg) has antioxidant activity,
but the effect found were lower than the standard (Vitamin E).
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Introduccion

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) y las defensas
antioxidantes; producto de este desequilibrio se forman
radicales libres, moléculas inestables con electrones no
apareados que son extremadamente reactivos ).

Cuando estos radicales libres interactian con otras
moléculas bioldgicas pueden dar inicio a una cascada de
reacciones como lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica,
dafio proteico y los dafios oxidativos en acidos nucleicos. La
produccién sostenida y cronica de estas reacciones es toxica
en tejidos u dérganos produciendo lesion celular, necrosis
y apoptosis. Por ello, su estudio por biomarcadores como
subproductos de oxidacion proteica (proteinas carboniladas,
S-glutationilacién y nitrotirosina); oxidacién del ADN (ej.
8-hidroxi-2’-desoxiguanosina o 8-OH-dG, fosforilacion de
los residuos de histona y el aumento de la migracion de
ADN) o la peroxidacion lipidica (malonaldehido o MDA y
4-hidroxinonenal o 4-HNE, entre otros) tienen importancia
en el descubrimiento de moléculas que puedan tener
una accion antioxidante y, por ende, sean de utilidad
para el manejo de enfermedades cuya fisiopatologia esté
relacionada con los efectos del estrés oxidativo 22,

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o
prevenir la oxidacién de otras moléculas, mediante la
interaccion con compuestos intermedios en la produccion
de ROS o inhibiendo otras reacciones de oxidacién mediante
la autooxidacion, protegiendo a las células contra el dafio
causado por moléculas inestables como los radicales libres ),
Numerosos agentes han sido descubiertos o sintetizados por
el hombre; la gran mayoria de ellos son plantas medicinales
ancestralmente utilizadas, o sus derivados “°),

Dentro de los metabolitos secundarios de plantas mas
relacionados con la aparicién de efectos antioxidantes se
encuentran a los flavonoides (del latin flavus, «amarillo»), que
son sintetizados a partir de una molécula de fenilalaninay 3 de
malonil-CoA, a través de lo que se conoce como via biosintética
de los flavonoides. Si bien se han identificado y aislado
alrededor de 9000 flavonoides, todos los productos finales se
caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua 7).

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, es una especie
perteneciente a la familia Calceolariaceae, ampliamente
distribuida en el Pert en los departamentos de Apurimac,
Arequipa, Ayacucho, Cusco, Huancavelica, y Puno entre los
2000-4500 m de altitud, y en Junin entre los 3300-3400 m de
altitud ®), Esta especie presenta diversos usos tradicionales
como analgésico en casos de fracturas o torceduras;

antipirético, antiinflamatorio, antitusigeno, digestivo, entre
otros €10,
Estudios preliminares han encontrado resultados
prometedores en la cuantificacién de flavonoides y fenoles,
lo que incrementa la posibilidad de encontrar efectos
bioldgicos en los extractos derivados de esta especie. Por
ello, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay” in vivo mediante el uso de
ratones con lesion hepatica inducida por tetracloruro de

carbono (CCL,).

Ill

Materiales y métodos

Muestra vegetal

Se procedié a recolectar la muestra vegetal Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay” en el distrito de Quinua,
provincia de Huamanga, regidén Ayacucho, en horas de la
tarde, durante el mes de marzo de 2017. Esta especie fue
identificada en el Herbarium Huamangensis de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga.

Preparacion del extracto hidroalcohdlico

En primer lugar, se procedi6 a seleccionar las plantas (tallos
tiernos, hojas y flores) que no estén dafiadas ni maltratadas,
para ser secadas en sombra. Posteriormente, la muestra
vegetal seca se molié y macerd en alcohol 70°, colocado en
frasco ambar durante una semana, con agitacion constante,
luego se filtré y evapord el solvente en estufa Precision
Scientific CO. Thelco, Model 28 (SER. N.° 17-W-10), a 37 °C.

Este proceso se realizd en las instalaciones del Laboratorio
de Farmacologia Experimental, Facultad de Medicina
Humana, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ratones albinos machos de la especie Mus
musculus, de la cepa Balb/c/CNPB; de un peso aproximado
de 30 - 35 g, de 25 a 32 dias de edad, los cuales fueron
adquiridos en el Instituto Nacional de Salud (INS, Lima-
Peru) e instalados, para su climatizacion durante 48 h, en
el Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, con agua y alimento ad
libitum, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y temperatura de
22 a26°C. Se realizaron todas las actividades necesarias para
evitar malestar innecesario a los animales experimentales,
los cuales fueron manipulados por un investigador con
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conocimientos de técnicas adecuadas de experimentacion,
de acuerdo con las directrices de la Asociacion Médica
Mundial 4,

Tamizaje fitoquimico *?

Se realizaron reacciones de coloracion y precipitacion para
identificarlos metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
Se utilizaron las reacciones de Dragendorff y Mayer, para
alcaloides; Baljet, para lactonas y cumarinas; Borntrager, para
quinonas; Benedict, para azlcares reductores; catequinas
espuma, para saponinas; cloruro férrico, para compuestos
fendlicos; ninhidrina, para aminoacidosy, finalmente, Shinoda
y Kedde, para flavonoides. La presencia de estos compuestos
se midié en forma ordinal, siendo (+): poco, (++): bastante,
(+++): abundante y (++++): muy abundante.

Induccion de hepatotoxicidad con tetracloruro de
carbono (CCL))

Para la evaluaciéon del efecto antioxidante in vivo del
extracto hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay”, se seleccion6 un modelo experimental
de hepatotoxicidad por tetracloruro de carbono (CCL,)
descrito por Recknagel en 1967, que tiene como principio la
produccién de peroxidacion lipidica inducida por el radical
tricloruro (CCL,), lo que a la larga conduce a la destruccion
de los hepatocitos y la consiguiente pérdida de funcién 3,
En el presente estudio, la intoxicacion con CCL, se realizd
con una solucion a partes iguales de CCL, y goma tragacanto
1%, por via oral (sonda orogastrica) durante 4 dias.

Medicidn de la actividad antioxidante in vivo

Se ensayaron cuatro grupos experimentales de seis ratones
cada uno: Grupo 1: Blanco (goma tragacanto 1%); Grupo 2:
Control (vitamina E [Vitesol® E] 400 U.l); Grupo 3: extracto
hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana 50 mg/kg; Grupo 4:
extracto hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana 300 mg/kg.

Se siguidé en cada grupo un tratamiento de cuatro dias antes
y cuatro dias durante la intoxicacion con CCL,, cada 12 h, por
viaoralenunvolumende0,5 mLatravés de sondaorogastrica
de acuerdo con las diferentes dosis. Posteriormente, los
ratones fueron sacrificados por inyeccion de pentobarbital
sodico 100 mg/kg y se extrajeron los higados. Se utilizd 1 g
de tejido hepatico para su homogenizacién y posterior
cuantificacion de malonaldehido (MDA). La peroxidacion
lipidica fue determinada por la medida espectrofotométrica
de la sustancia coloreada que se forma cuando reacciona el
MDA con el &cido tiobarbiturico, siguiendo el procedimiento
descrito a continuacién *4:
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e  Se extrajo 200 pL de cada homogenato y se les afadié
0,8 mL de solucion de &cido tiobarbiturico (TBA) (0,3 g de
TBA, 15 mL de acido tricloroacético (TCA), 1 mL de &cido
clorhidrico concentrado y agua hasta completar 100 mL).

e  Seagitan los tubos e incuban en bafio Maria a 100 EC,
durante 15 min. Se centrifugaron todos los tubos a
1000 G durante 5 min y se leyd el sobrenadante en un
espectrofotometro a 535 nm.

e  El efecto antioxidante de cada compuesto de estudio
se expresé como porcentaje de inhibicion y se calculd
segun la férmula:

DOt20 - DOt0 = DOd
DOm - DOtO = DOc

% de reaccion=(DOc x 100)
DOd

% de inhibicion = 100 - % de reaccion

Donde:

DOt20 = densidad dptica en tiempo 20 min (blanco méaximo
reaccion).

DOto = densidad dptica en tiempo 0 min (blanco reactivo).
DOm = densidad dptica de la muestra.

Analisis estadistico

Se evaluaron diferencias entre los porcentajes de inhibicion
por medio del analisis de varianzas (ANOVA) de una via,
con prueba post hoc de Tukey. Se considerd que existen
diferencias significativas cuando se obtuvo un valor de
p<0,05. Los resultados de los experimentos son presentados
como valores de media + el error estdndar.

Resultados

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de
Calceolaria engleriana Kraenzl mostré la presencia, en
forma muy abundante, de flavonoides, compuestos
fendlicos y saponinas. Adicionalmente, cabe destacar que
se encontraron alcaloides, en poca proporcién (Tabla 1).

Al evaluar los indices de peroxidacion lipidica, se encontrd
que el grupo blanco mostré los mayores porcentajes
de reaccion (99,2%), seguido de los grupos de estudio
a los que se les administrd extracto hidroalcohdlico de
Calceolaria engleriana en las dosis de 50 y 300 mg/kg (78
y 55%, respectivamente). Por otro lado, el grupo al que
se le administré vitamina E (80 Ul/mL) fue el que menor
porcentaje de reaccién mostro (40%).

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre
los grupos tratados, tanto al aplicar el ANOVA como en las
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico
de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

Reaccién Compuestos Presencia "
Dragendorff Alcaloides (+)
Mayer Alcaloides (+)
Baljet Lactonas y cumarinas (+++)
Borntrager Quinonas (+++)
Catequinas Catequinas (++4)
Benedict Azucares reductores (+++)
Espuma Saponinas (+++4)
Cloruro férrico Compuestos fendlicos (+4++)
Ninhidrina Aminodcidos (++++)
Shinoda Flavonoides (++++)
Kedde Flavonoides (+++)

(*)= (+): poco, (++): bastante, (+++): abundante y (++++): muy abundante.

pruebas post hoc, en todas las combinaciones. Se encontrd
porcentajes de inhibicion de peroxidacion lipidica, en
el grupo control de 0,8%, mientras que en el grupo con
vitamina E, este alcanzo su mayor valor (60%). En el caso
de los grupos experimentales, acorde a lo previamente
mencionado en los porcentajes de reaccion, los sujetos que
recibieron 50 y 300 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de
Calceolaria engleriana, mostraron 22 y 45% respectivamente
(Gréfico 1).

Discusion

El potencial terapéutico de las plantas o productos
relacionados se asocia con efectos bioldgicos diferentes,
provocados por la combinacidn sinérgica de varios grupos
de compuestos quimicos en lugar de mezclas individuales
aisladas. Los compuestos polifendlicos son un grupo
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Gral @ 1. Porcentaje de inhibicion encontrado por
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esencial de metabolitos vegetales esenciales para la dieta
humanay la salud en general *,

En el caso del extracto hidroalcohdlico de Calceolaria
engleriana, el tamizaje fitoquimico mostrd la abundante
presencia de flavonoides. Asimismo, se observé la presencia
de otros metabolitos secundarios como catequinas o
compuestos fendlicos. Estos resultados difieren de lo
encontrado por Almeyda Rodas, quien evidencid presencia
no abundante de flavonoides en el extracto atomizado
de las hojas de esta especie vegetal *9. En forma similar,
Coronado Bendezu tamizd la droga cruda de Calceolaria
engleriana; en la cual encontré menor proporcidon de
flavonoides, en comparacion a otros componentes como
las saponinas o los fenoles, los cuales, al igual que en este
estudio, se encontraron en forma abundante 9. Futuros
estudios deberan evaluar si la forma de extraccién o la parte
de la planta utilizada influyen en la cantidad de flavonoides
encontrados.

Si bien los flavonoides han demostrado sus efectos
como antioxidante, modulando la actividad enzimatica,
induciendo la apoptosis, promoviendo la diferenciacion
celular, regulando la respuesta inmune e inhibiendo la
proliferacion celulary la angiogénesis *7); el presente estudio
tiene la limitante de no realizar una cuantificaciéon exacta o
un aislamiento de este componente, por ende, evalua el
efecto antioxidante no solo de la presencia de flavonoides,
sino de la interaccién de estos con otros componentes.

El malondialdehido (MDA) es una molécula toxica considerada
como un biomarcador del estrés oxidativo, es uno de los
ejemplos de los productos finales de las reacciones de la
peroxidacion lipidica *®. En esta investigacion se encontrd que
los grupos experimentales a los que se les administré extracto
hidroalcohdlico de C. engleriana, a dosis de 50 y 300 mg/kg,
tuvieron porcentajesdeinhibicionde22y45%, respectivamente.
Estos resultados fueron inferiores a los encontrados en el grupo
control (60%), pero fueron estadisticamente significativos en
comparacioén al blanco (0,8%), lo que permitiria decir que si
se encontrd cierta actividad antioxidante, sugiriendo que esta
se incrementa en forma directamente proporcional a la dosis.
Asimismo, estos resultados son consistentes con lo encontrado
por Almeyda Rodas, quien evidencio actividad antioxidante del
extracto atomizado de C. engleriana, mediante el método de
DPPH, a dosis de 25, 50, 100, 150, 200, y 250 ug/mL; las que
fueron equivalentes al estandar utilizado (4cido galico) ™.

Por otro lado, Condorhuaman Figueroa evalué la actividad
antioxidante del extracto acuoso de Calceolaria myriophylla
Kraenz, mediante el mismo método que el utilizado en
este estudio, por medio del que encontrd disminucion de
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niveles de MDA en las dosis de 50, 100 y 200 mg/kg, no
evidenciandose una relacién dosis-respuesta 9.

Esta investigacion presenta la limitacion de no realizar
un tamizaje fitoquimico mas especifico, por lo que no se
conocen que tipo de flavonoides u otros componentes de
importancia bioldgica presenta este extracto hidroalcohdlico.
Adicionalmente, el disefio solo considerd la aplicacion de
dos dosis experimentales, por lo que no se pueden observar
relaciones dosis-respuesta, que podrian ayudar a caracterizar
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