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Objetivo: Determinar el efecto del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa (huamanpinta) sobre el sindrome
metabdlico (SM) e hipercolesterolemia inducidas en ratas con fructosa y colesterol. Materiales y Métodos: Se indujo
el SM con la administracion via oral de fructosa al 60% P/V durante 90 dias y la induccién de hipercolesterolemia fue
mediante la administracién oral de solucién de colesterol a una dosis diaria de 120 mg/kg suspendida en goma de
tragacanto al 2%. Se formaron 06 grupos de 15 animales cada grupo, dividido en grupo blanco negativo (solucién
salina fisioldgica) y positivo (fructosa mas colesterol), extracto etandlico a dosis de 50, 250 y 500 mg/kg y un grupo
atorvastatina mas enalapril a 20 mg/kg (se administro fructosa mas colesterol a todos los grupos). Los tratamientos
respectivos se iniciaron en el dia 31 posinduccién y se continud con la induccién coadministrando los tratamientos
hasta los 90 dias. Se determind el perfil lipidico, glicemia y niveles de presidn arterial. En la determinacion de la
toxicidad croénica se realizo la evaluacion a nivel hematoldgico y bioquimico de todos los grupos que fueron inducidos
y recibieron tratamiento. Resultados: Se obtuvo una disminucién de los niveles de colesterol total, triglicéridos,
glucosa, presion arterial y del peso corporal, asi como una elevacién de los niveles de HDL-colesterol, que fueron
estadisticamente significativos (p<0,05). En la determinacidn de la toxicidad crénica se observo que no hubo toxicidad
y no se evidencid alteraciones anatomopatoldgicas. Conclusiones: El extracto etandlico de Chuquiraga spinosa
presenta efecto positivo sobre los niveles de perfil lipidico, glucosa y presién arterial inducido en ratas, sin efectos
toxicos.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, hipercolesterolemia, toxicidad crénica, Chuquiraga spinosa (Fuente: DeCS)

Effect of ethanol extract of Chuquiraga spinosa (huamanpinta) on
the metabolic syndrome and hypercholesterolemia induced in rats

Abstract

Objective: To determine the effect of ethanolic extract of Chuquiraga spinosa (huamanpinta) on the metabolic
syndrome and hypercholesterolemia in rats induced with fructose and cholesterol. Material and methods: SM was
induced in rats with oral administration of 60% fructose for 90 days and the induction of hypercholesterolemia was
by oral administration of cholesterol solution at a daily dose of 120 mg/kg suspended in gum tragacanth 2 %. Six
groups of 15 animals were formed in each group, divided into negative white group (physiological saline solution)
and positive (fructose plus cholesterol), ethanolic extract at doses of 50, 250 and 500 mg/kg and one atorvastatin
plus enalapril group at 20 mg/Kg. The respective treatments were initiated on day 31 postinduction and continued
induction along with treatments up to 90 days. The lipid profile, glycemia and blood pressure levels were determined.
In the determination of chronic toxicity, hematological and biochemical evaluation of all the groups that were induced
and treated were performed. Results: There was a decrease in total cholesterol, triglycerides, glucose, blood pressure
and body weight, as well as a rise in HDL-cholesterol levels, which were statistically significant (p <0.05). In the
determination of chronic toxicity, it was observed that there was no toxicity and no anatomopathological alterations
were evidenced. Conclusions: The ethanolic extract of Chuquiraga spinosa has a positive effect on the metabolic
syndrome and induced hypercholesterolemia in rats, without toxic effects.

Key words: Metabolic syndrome, hypercholesterolemia, chronic toxicity, Chuquiraga spinosa (Source: MeSH)
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Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) fue reconocido hace mas de
80 afios y recibidé diversas denominaciones a través del
tiempo, es una asociacion de problemas que por si solos
generan un riesgo para la salud y que en su conjunto se
potencializan ®. El SM se caracteriza por la presencia
de alteraciones como la resistencia a la insulina, que se
manifiestan por hiperinsulinismo y por su asociacion con
obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y
dislipidemia. La presencia de este sindrome se relaciona
con incremento en el riesgo de aparicion de enfermedades
cardiocerebrovasculares y consecuentemente aumento de
la mortalidad %3,

De acuerdo con un estudio realizado en el Peru, que
usé los parametros clinicos de la National Cholesterol
Education Program ATP Ill (Adult Treament Panel), en el
departamento de Lambayeque, la prevalencia es de 28,3%
de sindrome metabdlico en mayores de 30 afios (29,9%
en el sexo femenino y 23,1% en el masculino), siendo
esta diferencia estadisticamente significativa. En Lima
Metropolitana, en una poblacién urbana, de 30 a 92 afios,
se encontrd la prevalencia de 14,4%, (16,3% en el sexo
femenino y 10% en el masculino). Asimismo, en un estudio
realizado en mujeres adultas con sobrepeso y obesidad, se
comunicé una prevalencia de sindrome metabdlico de 28
y 30%, respectivamente®. El sobrepeso y la enfermedad
cardiovascular contindan siendo las causas mas comunes
de muerte en los paises industrializados, y la hipertensién
arterial es el factor de riesgo tratable mas frecuente. La
prevalencia de hipertension arterial en Europa esta en
promedio en 42,2%, siendo mas alta en Alemania (55%),
seguido por Finlandia (49%), Espaiia (47%), Inglaterra (42%),
Suecia (38%) e Italia (37%), mientras que en Norte América
se encontrd que esta en promedio en 27,6%. En la region
de las Américas esta prevalencia se considera que oscila
entre el 10y 25% de los adultos. Segun reportes de estudios
realizados por la Sociedad Peruana de Cardiologia para el
2011, en el Peru la prevalencia de la hipertension arterial ha
subido de 23.7% segun el estudio TORNASOL I a 27,3% en el
TORNASOL I1 *9),

Los tallos, hojas y flores de Chuquiraga spinosa
(huamanpinta) se usan como cicatrizante, sudorifico,
antiinflamatorio, diurético, problemas renales, hepaticos
y como antiséptico de las vias urinarias y prostata ©. Al
evaluar las partes aéreas de la planta en forma de extracto
metandlico y acuoso se evidencié efecto antioxidante y
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antiinflamatoria in vivo e in vitro; asi como también efecto
antifungico; los efectos estarian siendo explicados por la
presencia de su alta concentracion de compuestos fendlicos
como los flavonoides y derivados del dcido fendlico”.

Por todo lo expuesto, la presente investigacion
farmacoldgica tuvo como objetivos determinar el efecto
del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa sobre el
sindrome metabdlico e hipercolesterolemia inducida en
ratas, evaluar los niveles bioquimicos de glucosa, colesterol
total, triglicéridos y HDL-colesterol, asi como los niveles
de presion arterial diastdlica y sistélica; y determinar la
toxicidad crénica de los animales de experimentacion

inducidos por 90 dias.

Material y métodos

es una investigacion experimental llevada a cabo en la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos.

Material biolégico

Para el ensayo experimental se utilizaron 90 ratas albinas
hembras de raza Holtzmann de 12 semanas de edad, con un
peso promedio de 200 + 25 g. Los animales fueron colocados
en jaulas, en donde recibieron un acondicionamiento previo
de 7 dias con agua ad libitum y alimento balanceado. Se
le mantuvo a una temperatura ambiental controlada que
oscilé entre 22 a 26 °C y con un ciclo de luz/oscuridad de
12/12 h.

Recoleccion de la especie vegetal y obtencion de extracto
etanélico

Las partes aéreas de Chuquiraga spinosafueron recolectados
en el mes de abril en el distrito de Chupaca (12°04'S
75°17'0), provincia de Tambo, regidn Junin, que se secaron
bajo sombra y estabilizadas a una temperatura no mayor a
40 °C, luego se pulverizd y, posteriormente, se almacend en
un frasco de vidrio @mbar. El extracto etandlico se obtuvo
por el método de maceracién, empleando como solvente
etanol al 96%, una vez obtenido el extracto se procedié a
evaporar el solvente hasta sequedad completa ©.

Determinacion del efecto sobre el sindrome metabélico e
hipercolesterolemia

Se indujo el sindrome metabdlico en ratas con la
administracién via oral de fructosa al 60% P/V durante 90
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dias @ y la induccién de hipercolesterolemia mediante la
administracion oral de solucion de colesterol a una dosis
diaria de 120 mg/kg suspendida en goma de tragacanto
al 2% durante el mismo tiempo 9. Se trabajo segun el
siguiente disefio experimental formando seis grupos de 15
animales cada uno: grupo blanco negativo (solucion salina
fisiolégica 4 mL/kg) y positivo (fructosa mas colesterol);
extracto etandlico a dosis de 50, 250 y 500 mg/kg mas
fructuosa y colesterol, y un grupo atorvastatina mas
enalapril a dosis de 20 mg/kg en combinacidon mas fructosa
y colesterol Y, Los tratamientos respectivos se iniciaron
en el dia 31 posinduccién y se continud la induccién junto
con los tratamientos hasta completar los 90 dias. Se realizd
la determinacién del perfil lipidico, glicemia y niveles de
presion arterial (se empled un medidor de presion arterial
[Letica 5002] en forma incruenta en el tercio medio de la
cola del animal).

Determinacion de la toxicidad crénica

Se realizd la evaluacion hematoldgica y bioquimica de
todos los grupos experimentales que fueron inducidos con
fructosa/colesterol y que recibieron tratamiento durante 90
dias, asi como de los grupos controles; finalmente, se realizd
el examen anatomopatoldgico de higado, rifion, cerebro,
corazén y aorta abdominal #2.

La determinacion de la glucosa, perfil lipidico, urea,
creatinina, TGP, y fosfatasa alcalina fue mediante métodos
enzimaticos. La determinacién de la SOD se efectud por
el método de Marklund et al., basado en la autooxidacion

del pirogalol en soluciones aerdbicas, el cual fue catalizado
por el radical anién superdxido (0%), dando lugar a la
purpurogalina, compuesto amarillo marrén que absorbe la
luz a 420 nm y resulta inhibido por la enzima SOD *3. Para
determinar los niveles de proteina C reactiva se emplearon
analizadores VITROS de bioquimica y el sistema integrado
VITROS 5600, para lo cual se le depositd 10 L de suero, que
se distribuyé uniformemente desde la capa difusora a las
capas subyacentes 4,

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizd el
programa estadistico SPSS 13.0. Se realizd estadistica
descriptiva, prueba de Student (media y error estandar)
y la prueba de Tukey para las comparaciones entre los
grupos, considerandose estadisticamente significativo para
un p<0,05. Se calculd, para cada grupo experimental, la
variacion del perfil lipidico, glicemia, presion arterial y peso
corporal comparando los valores con los grupos control.

Consideraciones éticas

Es importante sefialar que todos los animales fueron
tratados de acuerdo con normas éticas, en concordancia
con la guia para el cuidado y uso de animales con propdsitos
cientificos elaborada por la National Advisory Commitee for
Laboratory Animal Research ),

Resultados

Tabla 1. Analisis del perfil lipidico, glucosa y pesos de los animales de experimentacidn del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa

HDL Colesterol
mg/dL

Colesterol

Tratamiento mg/dL

Glucosamg/  Peso inicial Peso final
mg/dL dL (g) (4

Triglicéridos

Control (NaCl 0,9%) 1458 +6,37 452 +3,03 101,1+3,54 850+301  203+852 263,1+5/48
Control fructosa/ B . B ) .,
222,1+11,96 31,5+1,28 187,9+4,82 111,7+224° 190,1+995  3385+7,93

colesterol (f/c)

Extracto 50 mg/kg 172 £6,96 43,1+1,25° 138,4 £ 6,94 92,4+293  2023%647  2344+1284
Extracto 250 mg/kg 173,9+9,01 45,8+3,16° 135,6+4,16 91,4+394  203+852 271,6+5,68"
Extracto 500 mg/kg 157,1+8,21 45,8 +1,69° 130,6 + 6,23 90,4+2,64 212,7+17,07 2743 +10,55"
Enalapril- atorvastatina 14913£10,75 56,63 +3,08° 152,75£9,25¢  8438%359  201+800  284,88+10,03"

20 mg/kg-20mg/kg

Los valores son expresados como media + error estandar. (a) Existe diferencia significativa entre el grupo control inducido con colesterol y fructosa
con los otros grupos experimentales. (b) Existe diferencia significativa entre los grupos de extracto a dosis de 250 y 500 mg/kg y el grupo estandar de
medicamentos con respecto al grupo de 50 mg/kg. (c) No existe diferencia significativa entre el grupo estandar de medicamentos y los grupos de extracto
a dosis de 50, 250 y 500 mg/kg. (d) Existe diferencia significativa entre el grupo estandar de medicamentos y los grupos de extracto a dosis de 50, 250 y
500 mg/kg.
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Tabla 2. Efecto del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa sobre los niveles de presion arterial sistélica y diastélica

Tratamiento PBS (mmHg) PBD (mmHg) PS2 (mmHg) PD2 (mmHg) PS3 (mmHg) PD3 (mmHg)
Control (NaCl 0,9%) 104,5+ 1,84 84,6 2,65 105,6 + 1,22 81,6 £2,55 110,3+1,97 82+3,18

Control fructuosa/

105,2 + 1,48 83,6+4,77 128,6+1,36°  1054+0,69° 151,3+2,72° 1184 +2,68°
colesterol (f/c)

Extracto 50 mg/kg 103,9 + 1,53 82,8+2,36 111,4 £ 0,77 89,2+6,18  126,2+0,97 102,4+0,78
Extracto 250 mg/kg 101,7 1,23 80,3 2,68 110,2 + 2,54 81,8+2,85  1258+1,89  101,8+2,45
Extracto 500 mg/kg 104,5 + 1,26 79,6 £ 3,52 108,8 + 1,88 82,4+3,65 108,4+3,16° 83,4+4,63°

Enalapril- atorvastatina 20

103,2 +1,31 80,2 +2,52 107,4 2,85 83,2+4,65 111,4+0,77¢ 90,2 +6,32¢
mg/kg-20mg/kg

Los valores son expresados como media * error estandar. PBS = presion basal sistélica, PBD = presion basal diastdlica, PS2 = presion sistdlica a los dos meses,
PD2 = presion diastdlica a los dos meses, PS3 = presion sistdlica al final del estudio, PD3 = presion diastdlica al final del estudio. (a) Existe diferencia significativa
entre las medias de los grupos experimentales con respecto al grupo control fructosa/colesterol (p < 0,05). (b)Existe diferencia significativa entre las medias
con respecto al grupo de 50 y 250 mg/kg (p < 0,05). (c) No existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo de 500 mg/kg y enalapril mas
atorvastatina (p > 0,05).

Tabla 3. Toxicidad crénica del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa sobre los niveles bioquimicos y hematolégicos

Tratamiento Proteina C SOD Hemoglobina  Hematocrito Leucocitos
reactiva (mg/L) (Ul/mL) g/dL % (x10%uL)
Control (NaCl 0,9%) 0,81+ 0,08 307 + 54,65 10,86 + 0,24 33,7 £0,65 6350 + 503,82
Control fructosa/colesterol 10,23+0,88? 525 + 46,98 ° 11,37 0,62 35,8+1,87 6750 + 587,89
Extracto 50 mg/kg 0,93+0,1 1096,3 + 204,67  12,15+0,28 36,7 + 1,00 7220 + 532,25
Extracto 250 mg/kg 1,02 £0,20 1421,8 +174,78 11,57 £ 0,59 35,8+1,79 7730 + 498,68
Extracto 500 mg/kg 0,95+0,13 1494,4 +100,08¢ 11,56 +0,48 35,7+1,45 6790 + 610,91

Enalapril - atorvastatina

b
20 m/kg.20me ke 4,36 £ 0,64 1032,75+164,81 12,39+0,69 36,13+ 2,62 7766,75 + 389,45

Los valores son expresados como media * error estandar. (a) Existe diferencia significativa entre el grupo control inducido con colesterol y fructosa con los otros
grupos experimentales. (b) Existe diferencia significativa entre el grupo estandar de medicamentos y los grupos de extracto a dosis de 50, 250 y 500 mg/kg. (c)
Existe diferencia significativa entre el grupo de extracto de 500 mg/kg y los grupos estandar de medicamentos y de extracto a dosis de 50 y 250 mg/kg.

Tabla 4. Toxicidad cronica del extracto etandlico de Chuquiraga spinosa sobre los niveles bioquimicos

Tratamiento Creatinina Fosfatasa alcalina
mg/dL u/L
Control (vehiculo) 16,4 + 1,20 0,92 0,08 11,1+ 1,04 101,1+ 3,39
Control fructosa/colesterol 24 +0,98 1,48 + 0,09 33,6 £2,06 164,5 + 6,25
Extracto 50 mg/kg ® 17,6 1,58 0,78+0,13 23,1+2,89 114,3+9,14
Extracto 250 mg/kg ® 18,1+1,01 0,94 +0,14 28,1+2,05 147,7 £ 5,52
Extracto 500 mg/kg 18,5+ 1,71 0,93 £0,14 20+2,62 134,4 9,33

Enalapril - atorvastatina

20 mg/kg-20mg/kg ® 18,13+ 1,06 0,69+0,11 20,25+1,33 127,25+ 6,88

Los valores son expresados como media + error estdndar. (a) Existe diferencia significativa con relacion al grupo control positivo fructosa/colesterol con los
grupos experimentales.
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Discusion

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores
de riesgo para diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad
cardiovascular, caracterizada por la presencia de resistencia
a lainsulina e hiperinsulinismo compensador asociados con
trastornos del metabolismo de los carbohidratos y lipidos,
cifras elevadas de presion arterial y obesidad ©),

EnlaTablalsepuedeinterpretarqueel grupo control positivo
(induccion de colesterol mas fructosa sin tratamiento)
presenta una elevacion de los niveles de colesterol total,
triglicéridos, glucosa y peso final, asi como una disminucion
en los niveles de HDL-colesterol, lo que confirma que el
método utilizado para la induccién de sindrome metabdlico
e hipercolesterolemia es una metodologia adecuada
para el presente trabajo de investigacion. Al comparar los
resultados del grupo control con los grupos experimentales,
se observa que existe una disminucion de los niveles
bioquimicos de colesterol total, triglicéridos y glucosa, asi
como una disminucion de los pesos finales, por lo que se
demuestra que hubo efecto farmacoldgico sobre dichos
niveles y que el extracto etandlico de Chuquiraga spinosa
presento efecto hipocolesterolemiante e hipoglicemiante, y
un aumento de los niveles de HDL-colesterol.

Finalmente, sefialar que hubo una disminuciéon de los
pesos corporales de todas las ratas tratadas con el grupo
control positivo, por lo que se evidencia que el extracto
etandlico es eficaz para reducir los niveles bioquimicos
evaluados, previniendo o tratando las dislipidemias mixtas e
hiperglicemias, asi como en la reduccién del peso corporal,
se comprobd que es eficaz en el tratamiento del sindrome
metabdlico e hipercolesterolemia, debido a que redujo
los niveles de colesterol total, triglicéridos, glucosa y peso
final; asi como un aumento de los niveles de HDL-colesterol,
cuyos resultado son estadisticamente significativos
(p<0.05). Con relacidn al peso final, en la Tabla 1 se observa
que hubo mejor efecto farmacoldgico a la dosis de 50 mg/
kg, que es estadisticamente significativos (p<0,05). Con
relacion a los niveles de HDL-colesterol, en la Tabla 1 se
observa que hubo mayor aumento de los niveles de HDL-
colesterol en el grupo estandar de medicamentos (enalapril
mas atorvastatina), medicamentos comprobados para el
uso de la hipercolesterolemia y la hipertension arterial, que
es estadisticamente significativos (p<0,05). En cuanto los
niveles de triglicéridos, en la Tabla 1 se observa que hubo
una mayor disminucion de los niveles de triglicéridos en las
tres dosis, es decir, se observé mejor efecto farmacoldgico y
que es estadisticamente significativos (p<0,05).

Los probables mecanismos para explicar la reduccién del
colesterol y triglicéridos son la disminucion de la absorcion
por el contenido de fibra, disminucién de la sintesis del
colesterol por algin componente quimico que inhiba la
HMG CoA-reductasa, incremento en la excrecion de acidos
biliares por accién de la fibra que lleve a cabo a una mayor
sintesis de sales biliares y menor formacién de colesterol 7,
Los flavonoides pueden tener efectos protectores contra la
enfermedad cardiovascular debido a sus posibles acciones
como son: la disminucion de la oxidaciéon de las LDL, el
aumento de las concentraciones de HDL, la reduccion de la
liberacion de mediadores a partir de mastocitos cardiacos
y la disminucidén de la inflamacién cardiovascular, asi como
la inhibicién de la agregacion plaquetaria y los dafios
vasculares derivados de la formacién de trombos *#).

En la Tabla 2 se observan los resultados del efecto
hipotensor del extracto etandlico. El grupo control presentd
un mayor aumento de la presion sistdlica y diastdlica
durante el experimento, con relacién a la comparacion
de los resultados, se demuestra que el extracto presentd
efecto hipotensor en todas las dosis y del grupo estandar
(atorvastatina y enalapril); asimismo, se indica que hubo
mejor efecto hipotensor a la dosis de 500 mg/kg (p<0,05)
y que esta dosis no tuvo diferencia significativa en su efecto
farmacoldgico con el grupo estandar (p>0,05).

El efecto reductor de los niveles elevados de la presion
arterial, posiblemente se explicaria por el alto contenido
de flavonoides, estos compuestos inducen relajacién de los
vasos sanguineos al favorecer la presencia de algunas
moléculas vasodilatadoras, como la acetilcolina,
adenosin trifosfato (ATP) y adenosin difosfato (ADP),
la sustancia P, bradiquinina, histamina, trombina,
serotonina y otras ¥ Asimismo, porque los flavonoides
han demostrado inhibicién de la proteinoquinasa C (PKC),
inhibicion de otras quinasas -como la fosfodiesterasa
(PDE), y el bloqueo de la entrada de calcio ?%; también
por la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), inhibicion de la sintesis de prostanoides e induccién
de la relajacién mediada por bradiquininas %, inhibicién de la
secrecion de endotelina 1 (ET-1), potentes vasoconstrictores
mucho mas que la angiotensina Il ?Y, Ademas, siendo el
oxido nitrico el mediador de la relajacién dependiente del
endotelio, los flavonoides son capaces de incrementar
la actividad del promotor de la sintasa del déxido nitrico
endotelial (eNOS), asi como el mensajero ARN (RNAm) de
esta enzima, incrementando asi la produccién de dxido nitrico
en cultivos celulares de células endoteliales humanas #2223,

En las Tabla 3 y 4 se sefialan los resultados del ensayo
de toxicidad crénica en los niveles bioquimicos y
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hematoldgicos; se observa que existe una disminucion
de los niveles de proteina C reactiva (mayor con el grupo
estandar p<0,05) y un aumento de la super oxido dismutasa
(mayor a la dosis de 500 mg/kg p<0,05). En cuanto a los
parametros hematoldgicos, no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) (Tabla 3). En la Tabla 4 se observa que,
en los pardmetros bioquimicos de urea, creatinina, TGP y
fosfatasa alcalina existe una diferencia significativa (p<0,05)
de todos los grupos experimentales con el grupo control
positivo. Asimismo, se observd que no hubo cambios
histopatoldgicos en el higado, rifion, cerebro, corazon y
aorta abdominal en todas las muestras examinadas.
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Objetivo: Evaluar la actividad antioxidante in vitro de los diferentes extractos obtenidos del fruto de
Physalis peruviana L. (aguaymanto) y fruto fresco mediante el método DPPH, ABTS; los componentes
fitoquimicos cualitativamente y cuantificar el contenido acido ascérbico (vitamina C). Materiales y
Meétodos: Se obtuvo el extracto acuoso y acuoso liofilizado a partir del fruto de Physalis peruviana
L., y el zumo fresco del cual se determind el screening fitoquimico preliminar, la captacién del
radical DPPH, ABTS y el contenido de 4cido ascérbico. Resultados: En el screening fitoquimico se
hallaron compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, saponinas y aminoacidos. El fruto y los
extractos evidenciaron moderada capacidad antioxidante frente al trolox y presenté un porcentaje
de capacidad antioxidante menor al 50% frente al trolox. A partir del porcentaje de inhibicion-
concentracion en el DPPH y mediante un analisis lineal se determind la CI50; Se demostré que
el extracto acuoso liofilizado posee mayor capacidad antioxidante (20,55 pg/mL) en comparacién
con el extracto acuoso y fruto fresco. Mediante el método del ABTS también se observé mayor
capacidad antioxidante del extracto acuoso liofilizado (2,48 + 0,04 umol trolox/g muestra), pero
presentd menor cantidad de vitamina C en comparacién con el extracto acuoso y fruto fresco.
Conclusiones: El extracto acuoso liofilizado posee mayor capacidad antioxidante y menor cantidad
de 4cido ascdrbico en comparacion con el extracto acuoso y el fruto fresco y la mayor cantidad de
vitamina C se encuentra en el fruto fresco..

Palabras clave: Antioxidante, DPPH, ABTS, Vitamina C, Physalis peruviana L. (Fuente: DeCS)

Antioxidant activity in vitro of different extracts from
Physalis peruviana . (aguaymanto) fruits

Abstract

Objetive: To evaluate antioxidant activity in vitro of different extracts obtained from the fruit of
Physalis peruviana L. (aguaymanto) by DPPH, ABTS method, the phytochemical components
qualitatively and quantifying the content ascorbic acid (vitamin C). Material and Methods: The
aqueous and lyophilized aqueous extract from the fruit of Physalis peruviana L. was obtained, and
fresh juice which the preliminary phytochemical screening, recruitment of radical DPPH, ABTS and
ascorbic acid content was determined. Results: Phytochemical screening in phenolic compounds,
flavonoids, alkaloids, saponins and amino acids were found. The fruit and extracts showed moderate
antioxidant capacity compared to Trolox and presented a lower percentage of antioxidant capacity
by 50% compared to Trolox. From the % inhibition-concentration DPPH by a linear analysis and IC50
was determined; It was demonstrated that the lyophilized aqueous extract has a higher antioxidant
capacity (20.55 ug / mL) compared with the aqueous extract and fresh fruit. By the method of ABTS
higher antioxidant capacity lyophilized aqueous extract (2.48 + 0.04 umol Trolox / g sample) was
also observed, but showed a lower amount of vitamin C as compared with the aqueous extract and
fresh fruit. Conclusions: The lyophilized aqueous extract has a greater antioxidant capacity and a
lower amount of ascorbic acid in comparison with the aqueous extract and the fresh fruit and the
greater amount of vitamin C is found in the fresh fruit.

Keywords: Antioxidant, DPPH, ABTS, Vitamin C, Physalis peruviana L. (Source: Mesh)
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Introduccion

El desbalance entre oxidantes-antioxidantes esta asociado
a diversas enfermedades como la ateroesclerosis, el
cancer, la enfermedad de Alzheimer, la diabetes mellitus,
las enfermedades autoinmunes, lesiones inflamatorias
crénicas, situaciones de lesion por isquemia y sindrome
de distrés respiratorio . Los antioxidantes primarios
neutralizan los radicales libres mediante transferencia
de un atomo de hidrégeno o electron; mientras que
los antioxidantes secundarios neutralizan catalizadores
prooxidantes @,

La familia Solanaceae es una de las mas ricas en especies
en la flora peruana, de ella se reconocen alrededor de
42 géneros y 600 especies, principalmente hierbas vy
arbustos ©). El aguaymanto es un fruto originario del Perd,
descubierto en 1753 por el cientifico sueco Carl Nilsson
Linnaeus, quien lo clasificaria como Physalis peruviana L.
Dicho fruto posee diferentes nombres comunes: tomatito
silvestre, capuli, uchuva, uvilla, cereza de los andes,
aguaymanto y bolsa de amor. Sus frutos son bayas carnosas,
jugosas de color naranja-amarillo de forma globosa, con
un diametro entre 1,25 - 2,5 cm y que contiene numerosas
semillas. Sus frutos son consumidos frescos o procesados en
mermeladas, conservas, helado, yogures, pasteleria, jugosy
en la gastronomia peruana. Es un fruto con mucho potencial
econdmico y gran demanda en el extranjero, debido a sus
propiedades nutricionales y medicinales .

El aguaymanto presenta fenoles, glucésidos, esteroles,
saponinas, taninos, alcaloides, compuestos fendlicos
y flavonoides ©. Estos productos de origen natural
demostraron potencial quimiopreventivo en bioensayos
y modelos animales, los cuales, han sido asociados a la
actividad antioxidante como suplementos dietéticos que
protegen de los efectos nocivos de la oxidacion y neutralizan
los efectos adversos del estrés oxidativo ©.

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar
la actividad antioxidante in vitro de los diferentes extractos
obtenidos de Physalis peruviana L. (aguaymanto) y fruto
fresco mediante el método DPPH, ABTS; obtener los
componentes fitoquimicos cualitativamente y cuantificar el
contenido de 4cido ascorbico (vitamina C).

Material y métodos

Investigacion experimental realizada en la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos;

la especie vegetal fue colectada en la ciudad de Cajamarca a
2719 m de altitud. Su clasificacidén taxondmica se realizd en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos con nimero de constancia 147-USM-2016.

Obtencion y preparacion de los extractos acuoso y acuoso
liofilizado

Se utilizaron 250 g de frutos frescos de Physalis peruviana
L. maduros y en buen estado de conservacion, lavados,
desinfectados y fraccionados. Se suspendieron en un
volumen de 250 mL de agua destilada, haciendo una
decoccion, enseguida se filtrd y se colocd en estufa para
su secado, denominandose al producto obtenido extracto
acuoso. El extracto liofilizado fue obtenido mediante
desecacion a partir de un extracto hidroetandlico (agua-
etanol 96%: 1:1) de frutos frescos maduros, colectado y
procesado segiin Ramachandra y Srinivasa . Para el zumo
se utilizd 250 g de fruto fresco, el cual se triturd y se obtuvo
un liquido fresco que se filtrd para separar los residuos.

Determinacion fitoquimica preliminar

La determinacion de las reacciones de identificacion de
metabolitos secundarios se realizé en el zumo del fruto
frescoy los extractos, se obtuvo con 5 mL de solucién y cinco
gotas de reactivo segun Lock (1994) ®.

Método de inhibicion frente al radical libre 1,1-Difenil-2-
picrilhidracilo (DPPH)

El método empleado para determinar la actividad
antioxidante in vitro de los extractos y fruto fresco fue con
la prueba de la inhibicion del radical DPPH (1,1-Difenil-
2-picrilhidracilo) de Mensor et al. ©® con modificaciones
de solucién etandlica al 96%. Expresado como IC_; (ug
de extracto/mL) que corresponde a la concentracion del
extracto que reduce en un 50% la coloracién o absorbancia
de una solucién metandlica de DPPH a 517nm. Con una
absorbancia inicial de 0,600. Se usé como estandar el
reactivo trolox (6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-
2carboxilic acid). La evaluacién de la actividad antioxidante
se expresO también como porcentaje y se determind de

acuerdo con la siguiente férmula 19,

Método reaccion con el radical 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato de amonio) (ABTS)

El método empleado para determinar la actividad
antioxidante total se realizé siguiendo el método descrito
por Hazra et al. 9,
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Reaccidn del estandar Trolox con el radical ABTS.

De la solucion preparada de Trolox 1 mM, se prepard en
tubos de ensayo una serie de cuatro diluciones. Se tomaron
1960 pL de la solucién ABTS y se mezclaron con 40 pL de
Trolox. Se homogenizé por 1 min y se midié la absorbancia a
7 min de reaccion, a 734 nm.

Reaccion de la muestra: se pesd una cantidad de extracto
y fruto que se disolvieron con metanol y se procedid a
realizar la reaccién por triplicado. Se tomé 1960 L de la
solucion ABTS y se mezclaron con 40 L del extracto diluido.
Se homogenizé por 1 min y se midid la absorbancia a 7
min de reaccion, a 734 nm, y se determind la capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (TEAC)

Contenido de vitamina C

El contenido de acido ascdrbico (vitamina C) fue determinado
de acuerdo con el método descrito por Lung et al. *2.
Se extrajo 20 mg del extracto y fruto con 2 mL de acido
metafosforico al 1% por 45 min a temperatura ambiente;
al cabo de ese tiempo, se filtré. Se tomaron 100 pL de la
solucidén anterior y se le agregaron 900 L de una solucién de
2,6-dicloroindofenol (cuya absorbancia estaba entre 0,30 y
0,35 para asegurar que la lectura de la muestra se encuentre
dentro del rango de las de los estandares), luego de 1 min se
midid la absorbancia a 515 nm. El contenido de acido ascorbico
se determind a partir de la recta de regresion obtenida con el
acido ascorbico estandar en las concentraciones de 1, 5, 10,
20, 30,40 y 50 pg/mL. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Andlisis de datos

La descripcion de variables se expresa en medias,
desviacion estandar, porcentaje de inhibicion; IC_ que es

Chau Miranda G

la concentracion efectiva media se determind mediante
regresion lineal.

Resultados

Al realizar el screening fitoquimico se identificd la mayor
presencia de metabolitos secundarios en el fruto fresco
siendo la Unica muestra en presentar taninos; ademas,
junto con el extracto acuoso se presentaron alcaloides,
aminoacidos libres, saponinas, compuestos fendlicos y
flavonoides, a excepcion del extracto liofilizado que solo
presenté compuestos fendlicos, flavonoides y aminoacidos
(Tabla 1).

En la evaluaciéon de captacion de radical DPPH, en el
porcentaje de inhibicion del efecto antioxidante se observa
un efecto inhibicidon-concentracion. El fruto y los extractos
evidenciaron moderada capacidad antioxidante frente al
Trolox al presentar un porcentaje de capacidad antioxidante
menor al 50% frente al Trolox y vitamina C.

A partir del porcentaje de inhibicién-concentracién en el
DPPH y mediante un andlisis lineal se determind la IC,,
demostrando que el fruto presentd menor efecto antioxidante
(21,42 pg/mL), seguido del extracto acuoso (20,65 pug/mL) y
extracto acuoso liofilizado (20,55 pg/mL) siendo ese mayor
por representar una cantidad menor para inhibir el DPPH. Sin
embargo, mediante el método del ABTS también se observd
mayor capacidad del extracto acuoso liofilizado (2,48 + 0,04
umol trolox/g muestra) (Tabla 2). El fruto fresco evidencid
mayor contenido de vitamina C (0,931 mg vit C/ g muestra) en
comparacion al extracto acuoso y extracto acuoso liofilizado.

Tabla 1. Screening fitoquimico de los diferentes extractos de Physalis peruviana L.

Fruto Extracto Extracto acuoso

Metabolito secundario

Reaccion

Evidencia

liofilizado

Compuestos fendlicos FeCl, Verde oscuro +
Taninos Sol gelatina Precipitado -
Flavonoides Shinoda Rojo +
Dragendorff Precipitado rojo ladrillo -

Alcaloides Wagner Precipitado marrén -
Mayer Precipitado blanco -

Triterpenos y esteroides

Liebermann-Burchard

Verde oscuro

Saponinas Espuma Espuma persistente -
Aminodcidos Ninhidrina Violeta +
Quinonas Borntrager Rojo -

(+) Presencia, (-) Ausencia

24
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Tabla 2. Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro y vitamina

TR i) [ ?ﬁ;;lmL) TEAC (pmol tArgr:x/g muestra) (mg \Xitz;ngin:\:estra)
50

Extracto acuoso 20,65+3,5 1,25+ 0,02 0,389

Extracto liofilizado 20,55 +2,5 2,48 £ 0,04 0,237

fruto 21,42+3,0 0,62 +0,01 0,931

Trolox 4,40 + 0,05 -

Discusion

Los resultados evidencian la presencia de metabolitos
secundarios que confieren capacidad antioxidante; los
compuestos fendlicos, presentes en el fruto fresco, extracto
acuoso y extracto liofilizado,; actuan como interruptores
de radicales libres o quelantes de metales, provocando un
efecto antioxidante ),

El extracto acuoso liofilizado posee mayor actividad
antioxidante con respecto al extracto acuoso y el fruto
fresco, posiblemente porque el producto liofilizado es
una concentraciéon de mayor cantidad de muestra de
aguaymanto, pero con menor cantidad de vitamina C, lo
que evidenciaria que la actividad antioxidante se deba a los
compuestos fendlicos presentes en el extracto liofilizado,
ademas que se ha demostrado en un estudio de Ramadan
et al. que la pulpa de la fruta contiene compuestos fendlicos,
carotenoides, vitamina E y vitamina C ¥, La presencia de
saponinas, flavonoides, alcaloides y aminoacidos libres
contribuye a alcanzar altos potenciales de inhibicién
mediante el método de DPPH y ABTS . En el presente
estudio el contenido de vitamina C en el extracto no fue
concluyente para relacionar la actividad antioxidante.

Los flavonoides presentes en los extractos, ademas de su
actividad antioxidante, pueden afectar la carcinogénesis

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
: T
0,1

y=-0,0676x+0,6096
R?=0,9943

absorbancia 517 nm

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion trolox (pug/ml)

Figura 1. Curva de calibracion del estandar trolox (ug/mL).

induciendo la fragmentacion del ADN, deteniendo el ciclo
celular, activando caspasas efectoras de muerte celular e
induciendo apoptosis 9.

La actividad antioxidante en frutos es un atributo que
puede favorecer la disminucidn en la incidencia del cancer,
propiedad atribuida a las vitaminas C, E, A, el selenio y
compuestos flavonoides y fendlicos por su capacidad
antioxidante o de remocién de las especies reactivas del
oxigeno (ROS), con efecto directo en la disminucién del
dafio celular 7:18),

Carrasco et al. demostraron que el fruto fresco de
aguaymanto en comparacion con diferentes grados de
maduracién presentd mayor contenido de acido ascérbico
(43,3 mg/100g), contenido de carotenoides (2,64 mg
-caroteno/100 g) y la mayor capacidad antioxidante medida
por el método del ABTS; ademas, el estado de madurez
influye en forma directamente proporcional al contenido
de compuestos bioactivos, los que, a su vez, generan una
mayor capacidad antioxidante en el fruto mientras mas
maduro esté. En cuanto al contenido de minerales, este
fruto tiene un alto contenido de potasio *°. En el presente
estudio obtuvimos una mayor concentracién de vitamina C.

Foote et al. y Ramadan et al. evidenciaron que el aguaymanto
posee 22 tipos de carotenoides, principalmente todo-
trans-B-Caroteno que corresponden al 76,8% de esta clase
de moléculas, pigmentos liposolubles que se presentan
como a, B-, y, A y e—carotenos que son considerados
agentes antioxidantes puesto que protegen los lipidos de la
peroxidacién por radicales libres %29,

El extracto acuoso liofilizado posee solo flavonoides,
compuestos fendlicos y aminodcidos (Tabla 1) que
demostraron capacidad antioxidante, pero con una ligera
disminucién del contenido de vitamina C en comparacion
con el fruto fresco y extracto acuoso, que puede ser debido
al proceso de liofilizacién, lo que llevd a una pérdida
considerable del contenido de estos, pero no influyendo
en la actividad antioxidante. Hugo et al. y Repo et al.
evidenciaron que el extracto acuoso liofilizado contiene
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Figura 2. Comparacion de los porcentajes de actividad antioxidante a concentraciones (ug/mL) fijas.

importantes cantidades de carotenoides ??. Ademas de
poseer un efecto antioxidante en similitud con estudios
ya realizados ?® esto coincide con nuestros resultados, los
cuales alcanzaron efectos antioxidantes similares mediante
el método DPPH.

La proteccidn y extraccion de metabolitos secundarios es
determinante, pues la liofilizacion permite preservar la
actividad biolégica 7. Saeidnia et al. sefialan que de todos
los metabolitos secundarios y los compuestos fendlicos
muestran una correlacion lineal entre la concentracion
y la capacidad antioxidante expresada en equivalentes
Trolox y acido ascorbico, en especial los flavonoides;
asimismo, los fitoesteroles como el B-sitosterol poseen
también dicho efecto leve o moderado in vitro, reduciendo
el estrés oxidativo causado por la administracion de

y=-0,0391x +0,7071
. R?=0,9973

Absorbancia 734 nm

Trolox uM

Figura 3. Determinacién de la recta de regresion lineal del estandar
Trolox frente al radical ABTS
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1,2-dimetilhidracina durante la induccion de carcinogénesis
en colon de ratas ¥,

Otros estudios demostraron que el extracto etandlico de
Physalis peruviana exhibe una mayor actividad antioxidante
que el extracto acuoso, efecto que ha sido evaluado
determinando la formacion de especies reactivas al acido
tiobarbiturico, utilizando el sistema de homogenizado de
higado, mientras que su potente capacidad para captar anion
superoxido se realizd utilizando el sistema xantina/xantina
oxidasa, donde los responsables de la actividad antioxidante
fueron los polifenoles (0,69 g 4cido galico/100 g peso seco) y
flavonoides (10,84 mg catequina/100 g peso seco) .

Por lo expuesto, es necesario mencionar que el aporte
cientifico de este estudio dard a la poblacion mayor
seguridad en el uso del fruto de esta especie vegetal como
medicina tradicional, siendo la forma liofilizada con mayor
actividad antioxidante pero menor cantidad de vitamina C. El
presente estudio de acuerdo con la metodologia empleada
no presento limitaciones para la obtencién de los objetivos
planteados.

Se concluye que el extracto acuoso liofilizado posee
mayor capacidad antioxidante y menor cantidad de acido
ascérbico en comparacion con el extracto acuoso y el fruto
fresco; ademads, se evidencia la presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos y aminoacidos. Se logré demostrar
que la mayor cantidad de vitamina C se encuentra en el
fruto fresco.
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