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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Allophylusedulis

Autor: Antonia Karina Galeano Ruiz Diaz
Tutor: Prof. Dra. Maria Luisa Kennedy Rol6n
Co-tutor: Prof. Dr. Miguel Angel Campuzano Bublitz

RESUMEN
Allophylus edulis Radlk., “kokt™ (Sapindaceae) es utilizada en la medicina popular

principalmente para las afecciones del higado como la hepatitis, cancer de higado y cirrosis
hepética. Existen reportes de actividad anti- hepatotdxica in vitro de la planta, por lo tanto, el
objetivo del trabajo fue evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etanélico de A. edulis en
ratones. Esto fue realizado mediante la determinacion de la seguridad del extracto en primer
lugar, evaluacion sobre el comportamiento general de ratones y posteriormente se verifico el
efecto sobre la hepatitis toxica inducida por paracetamol en ratones macho. Adicionalmente, se
realizd el perfil fitoquimico y se cuantificd el contenido de fenoles totales y su capacidad
antioxidante total a través del método del catidn radical acido 2,2,azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-
6 sulfénico (ABTS). Los resultados indicaron que el extracto de A. edulis es seguro hasta una
dosis de 2000mg/kg via oral. Los principales grupos de metabolitos secundarios hallados fueron
flavonoides, triterpenoides y taninos, asi también un elevado contenido de compuestos fenolicos
se relaciona con su elevada capacidad antioxidante. En cuanto a los resultados de los ensayos
bioldgicos, el extracto de A. edulis no afecta el comportamiento general de los ratones, y todas
las dosis ensayadas disminuyeron la actividad de las principales enzimas hepéaticas marcadores
(GPT, GOT) de dafio hepatocelular.

Segun el modelo empleado y los resultados obtenidos A. edulis posee una actividad

hepatoprotectora, que podria deberse a su actividad antioxidante.

Palabras claves: A. edulis, "kokii", hepatotoxicidad, ratones, GOT, GPT, capacidad antioxidante,

compuestos fenolicos, comportamiento general.
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ABSTRACT

Allophylus edulis Radlk., “koku™ (Sapindaceae) is used in folk medicine mainly for liver
conditions such as hepatitis, liver cancer and liver cirrhosis. There are reports of in vitro anti-
hepatotoxic activity of the plant, therefore, the objective of the work was to evaluate the
hepatoprotective effect of the ethanolic extract of A. edulis in mice. This was done by first
determining the safety of the extract, evaluating the general behavior of mice and subsequently
verifying the effect on paracetamol-induced toxic hepatitis in male mice. Additionally, the
phytochemical profile was performed, and the content of total phenols and its total antioxidant
capacity were quantified through the 2,2, azinobis- (3-ethylbenzothiazoline) -6 sulfonic acid
radical cation (ABTS) method. The results indicated that the extract of A. edulis is safe up to a
dose at 2000mg / kg v.o. The main groups of secondary metabolites found were flavonoids,
triterpenoids and tannins, as well as a high content of Total phenolic compounds (TPC) is related
to their high antioxidant capacity. Regarding the results of the biological tests, the A. edulis
extract did not affect the general behavior of the mice, and all the doses tested decreased the
activity of the main liver enzymes markers (GPT, GOT) of hepatocellular damage.

According to the model used and the results obtained, A. edulis has a hepatoprotective activity,

which could be due to its antioxidant activity.

Key words: A. edulis, kokd, hepatotoxicity, mice, GOT, GPT, antioxidant capacity, phenolic

compounds, general behavior.



INTRODUCCION

El higado, ubicado entre la superficie de absorcion del tracto gastrointestinal y el blanco
farmacologico del cuerpo, es imprescindible para el metabolismo de practicamente todas
las sustancias extrafias (Wolff, 2010). Por lo tanto, la aparicion de un proceso patologico
como la hepatitis resulta en un problema de salud pablica, debido a que generalmente cursa
de manera asintomatica, es decir, los sintomas aparecen en un estado avanzado de la
enfermedad, y de acuerdo al informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) gran
parte de los afectados no cuentan con recursos suficientes para solventar los gastos del
diagnostico y tratamiento, propiciando el avance de esta enfermedad silenciosa, lo cual
explica su alta tasa de morbilidad y mortalidad en los afectados (OMS, 2014; OMS, 2017,
OPS-Paraguay, 2016).

El Allhopylus edulis, popularmente conocido como “kokii”, es una planta originaria de
Paraguay utilizado segun el uso popular para tratar afecciones hepaticas, pero hasta la fecha
existe solo un reporte de la actividad anti-hepatotoxica in vitro de esta planta (Diaz, 2008;
Hoffmann-Bohm et al., 1992). Por lo tanto, es necesario complementar esta informacion
empleando ensayos in vivo, los cuales son primordiales para proveer mayor informacién

cientifica que contribuya a la validacion del uso popular del “kokii™.



D N N NI

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad hepatoprotectora de Allophylus edulis en ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la toxicidad aguda via oral del extracto de Allophylus edulis.

Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto.
Cuantificar actividad antioxidante total del extracto de Allophylus edulis.

Analizar el comportamiento general y actividad general de los ratones tratados con
el extracto como parte de la verificacion de efectos generales que presenta.
Determinar la actividad de enzimas séricas marcadoras de lesion hepatica causada

por paracetamol segun diferentes concentraciones utilizadas del extracto en estudio.



REVISION DE LITERATURA

El higado

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo humano, pesa entre 1200-1500 gramos
lo cual representa aproximadamente el 2,5% del peso corporal, funciona como reservorio
de sangre ya que posee la capacidad de expandirse, pudiendo almacenar hasta un litro de
sangre extra. Este organo cumple numerosas y complejas funciones, que pueden
clasificarse en metabdlicas, de almacenamiento, de detoxificacion e inmunologicos. Con
relacién a las funciones metabolicas, el higado sintetiza proteinas plasmaticas, acidos
grasos y se encarga del metabolismo de los hidratos de carbono, también almacena
vitaminas liposolubles (A, D y E), metales como el hierro y el cobre y la vitamina K,
detoxifica farmacos y otro tipo de producto quimico que no sean hidrosolubles, a través de
las enzimas hepaticas que se encargan de oxidar, reducir, hidrolizar o desmetilar a los
mismos y por ultimo las células de Kupffer se encargan de las funciones inmunolégicas del
higado (Segarra,2006).

Hepatitis y la epidemiologia

La hepatitis es una inflamacion del parénquima hepéatico acompafiada o no de necrosis

hepatocelular, pudiendo deberse a diversas causas tales como los agentes infecciosos donde



se encuentran los virus de la hepatitis A, B, C, D y E quienes representan la principal
causa; asi también puede deberse a sustancias toxicas (alcohol, farmacos u otras drogas),
trastornos autoinmunitarios o metabélicos (Segarra, 2006).

El virus de la hepatitis C puede ocasionar un dafio hepatico grave, debido a que cursa de
manera asintomatica, pudiendo los sintomas aparecen luego de varios afios de haberse
infectado con el virus. Esto incluye; ictericia (coloracion amarillenta de piel y 0jos), orina
oscura, fatiga intensa, nduseas, vomitos, dolor abdominal (OMS, 2014). Es por eso que las
hepatitis virales pueden ocasionar hepatitis aguda y cronica, y se estima que las infecciones
del higado por el virus de la hepatitis B o C conllevan en un 57% a una cirrosis hepatica y
en un 78% a un cancer hepatico y matan a cerca de 1,4 millones de personas al afio en todo
el mundo, lo cual representa una alta tasa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,

razon por la cual es considerado como una epidemia silenciosa (OMS,2017).

Segun un comunicado de la OMS, en el 2017 cerca de 325 millones de personas padecia
Hepatitis B o C a nivel mundial, siendo esta cifra 10 veces mayor al de los infectados por el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), también ha informado que gran parte de los
afectados carecen de recursos para realizarse las pruebas de deteccion y solventar los
tratamientos necesarios para salvarles la vida. Lo cual implica que estas personas poseen
alta probabilidad de que las infecciones que padecen evolucionen hacia una insuficiencia
hepatica cronica, cancer y muerte. En el 2015, las hepatitis viricas han ocasionado mas de
1,34 millones de muertes en el mundo, 125,000 de esas muertes se dieron en América. Por
lo tanto, la hepatitis es un problema de salud publica (OMS, 2017; OPS-Paraguay,2016).

Medicina Tradicional

Segun la OMS, la medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y
practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas,
sean 0 no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales
(OMS, 2002). La tradicion del uso de plantas medicinales remonta a la época pre-histérica
hasta la actualidad, esto se debe principalmente a que es una opcién rentable en salud
publica, para gran parte de poblacion de paises en desarrollo como el Paraguay, esto se

evidencia ya que el 80% de la poblacion lo utiliza, debido al bajo costo, y las debilidades



de los sistemas de atencion primaria de salud. Ademaés, la venta de las plantas “frescas o
refrescantes” es muy tradicional en nuestro pais, debido a que son incorporadas en la bebida
tipica refrescante “tereré” la cual es consumida de manera masiva. En relacion con lo
anterior, el "kokii” presenta una elevada demanda de consumo a nivel local (DGPE-MAG,
2008; OMS,2004).

La gran mayoria de las plantas medicinales son recolectadas de su hébitat natural para
luego comercializarlo, pero esta practica delimita la calidad, eficacia y seguridad de los
mismos, ya que existe un gran namero de factores relacionados a la época de recoleccion,
procedimientos post-cosecha (ejemplo el lavado, preparado en mazos para la
comercializacion, entre otros), la sobreexplotacion y falta de supervision por parte de
personas idoneas. No obstante, muchas personas recurren a diversos tipos de plantas
medicinales porque lo consideran inocuo (DGPE-MAG, 2008).

En contrapartida, a medida que ha aumentado el uso de las medicinas tradicionales,
también ha aumentado el numero de informes sobre reacciones adversas. En China, los
productos tradicionales se utilizan ampliamente en paralelo con la medicina convencional,
en 2002 se tuvo conocimiento de 9,854 casos de reacciones adversas a los medicamentos
tradicionales (OMS, 2004). Por eso, la OMS ha emitido un comunicado enfatizando la
necesidad de disponer informacion e instrumentos a los consumidores de todo el mundo

que les permitan acceder a tratamientos adecuados, seguros y eficaces (OMS, 2004).
Allophylus edulis (kokii)

Allophylus edulis Radlk. (StHil. JussetCamb.) o Allophylus guaraniticus (StHil.Juss et
Camb.) conocida popularmente como “kokii'o “cocu’, “pykast- rembi'u’o “fruta de
paloma”, "baya de murciélago”, “chal-chal” es una planta perteneciente a la familia
Sapindaceae originaria de Paraguay, pero también se encuentra en Argentina, Brasil,
Guayanas, Bolivia y Uruguay. Es un arbusto, con tallos ramificados, hojas puntiagudas
alargadas de color verde esmeralda, bordes dentados, flores amarillas, los frutos maduros
son dulces y comestibles, ademas, la madera es de buena calidad, atil en carpinteria (Diaz,
2008; Gonzélez, 1996; Azevedo et al., 2005; Lopez et al.,2010).

Entre los compuestos aislados de la especie, se incluyen la presencia de cianolipidos en
semillas (Aichholz et al., 1997), L-quebrachitol en las ramas (Diaz, 2008), compuestos
fenolicos en ramas y hojas, flavonoides y dihidroisocumarina en el extracto bruto de la

planta (Mitchell, 1988), C- glicosilflavonas en hojas (Hoffmann-Bohm et al., 1992) y



sesquiterpenos (Amengual, 1974). Asi también, en un analisis fitoquimico de las especies
de Argentina fue reportado la presencia de esteroides, triterpenoides, quininas, alcaloides,
leucoantocianidinas y aceite esencial (Bandoni et al., 1972).

Las propiedades medicinales son atribuidas a las hojas, la infusion se emplea para las
afecciones del higado como la hepatitis, cancer de higado y cirrosis hepética, ademas como
estimulante de las vias biliares, inflamaciones de la garganta, problemas intestinales, anti-
diabético, colagogo, en tanto que las hojas en coccidn se utilizan para lavar heridas y contra
la presion alta (Lopez et al., 1987). En cuanto a las actividades reportadas se encuentra, la
actividad anti-hepatotdxica in vitro de las hojas de Allophylus edulis variedad gracilis
colectadas en Asuncion y ensayado en cultivo primario de hepatocitos con dafio inducido

por tetraclouro de carbono (CCl4) y galactosamina, con lo cual se constaté que la C-

glicosiflavona presente en las hojas posee un rol importante en la actividad
antihepatotoxica de la planta (Hoffmann-Bohm et al., 1992), asi también fueron reportados;
accion inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (Mitchell, 1988),
antiulcerogénica (Dharmani, 2005), genotoxica (Yayia et al., 1999), actividad repelente
contra insectos como el afido Myzus persicae y el coledptero Epilachna paenulata (Castillo
et al., 2009), actividad antimicrobiana contra Staphylococcu saureus y baja toxicidad
(Signor et al.,2015).

Modelo de hepatotoxicidad

El modelo experimental empleado es la lesién hepatica aguda en ratones, en el cual se
induce el dafio hepatico empleando paracetamol o APAP (del inglés, N-acetyl-p-
aminophenol), puesto que a diferencia de otros modelos animales, la sobredosis de APAP
en ratones conduce a una lesion hepatica aguda como en humano (Mossanen & Tacke,
2015; Davidson & Eastham, 1966; Mitchell,1988).

El paracetamol es un farmaco analgésico y antipirético de venta libre muy utilizado, seguro
en dosis terapéutica (Dahlin et al., 1984). Luego de una dosis baja de paracetamol, el 85-
90% se metaboliza en el higado via Fase Il donde es conjugado con sulfatos y
glucurdnidos, para luego ser excretado en orina y bilis (Dahlin et al., 1984). Un 2% se
excreta en orina sin cambios, en tanto que el 10% restante es oxidado en la Fase | por el
citocromo P450 (CYP450) a través de las isoformas CYP1A2, CYP3A1ll y CYP2E1

(principal) en N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) un electrofilo toxico muy reactivo,



que es inactivado a través del glutation hepético (GSH) en 3-S- Glutationilacetaminofeno
(APAP-GSH) que posteriormente es excretado en orina, en tanto que una pequefia cantidad
de NAPQI es oxidado por mieloperoxidasa y ciclo oxigenasa-1 (COX-1), pero ésta via ain
no estd aclarada. Sin embargo, en dosis toxicas de paracetamol, la sulfatacion vy
glucuronidacién se encuentran saturados, por lo que la metabolizacion ocurre
principalmente en la Fase I, entonces hay una mayor produccién de NAPQI que conduce al
agotamiento de GSH, cuando éste se agota en un 70-80%, el NAPQI se une de manera
covalente a los grupos de cisteina (Cys) de moléculas de hepatocitos formando aductos de
proteina APAP, éste paso es irreversible y conduce a lesiones oxidativas y necrosis
hepatocelular (Arnaiz et al., 1995). Ademas, se ha informado que el paracetamol puede
inducir un aumento significativo estadisticamente de las enzimas hepaticas, en ratones

tratados via ip. con paracetamol en dosis toxicas (Dai et al., 2006; Hinsonet al.,1998).
Silimarina

La silimarina es un complejo polifendlico obtenido a partir de la semilla de la planta
Silybum marianum perteneciente a la familia Asteraceae conocido como Cardo mariano. El
extracto de silimarina contiene aproximadamente 70 a 80% de flavonolignanos (complejo
de silimarina) y el 20 a 30% es una fraccion quimicamente indefinida, que contiene
principalmente compuestos polifendlicos poliméricos y oxidados. Los flavonolignanos o
complejo de silimarina contienen; silibina o silibinina (mezcla de silibina A: silibina B en
proporcion 1:1), isosibilina, deshidrosibilina, silicristina, silidianina, y un flavonoide
taxifolina (Kren & Walterova, 2005, Fig. 1)

La silimarina ha sido utilizado desde la antigtiedad hasta la fecha (aproximadamente 2000
afios) para el tratamiento de enfermedades del tracto gastrointestinal (TGI) y hepaticas
como la cirrosis, hepatitis cronica, enfermedades hepaticas asociadas al consumo de
alcohol, exposicion a toxinas ambientales que se debe a su efecto hepatoprotector y
antioxidante, para lo cual ademéas fue demostrado que mejora las pruebas de la funcion
hepatica (Blumenthal, 2015), asi también posee otras actividades que han sido descubiertas
en los ultimos afios como anticancer y cancero-protectivo lo cual se ha comprobado en
diversos 6rganos o sistemas tales como el préstata, pulmon, rifidén, pancreas, piel y otros
(Jacobs et al., 2002). Por lo demas, su utilizacién ha sido considerado muy seguro, ya que

hasta la fecha han sido reportados muy pocos efectos adversos (Kenneth et al., 1998).



JCHOH

Ck\

IRIRIOR IIR

o\‘,c HaOH

o, i/[[l JU@EH ?,Y - U::F

IR3IR IS 1S

AOCH;
X T
REE@@H
b) H O C)
o L JO0H
0 e ""-\_,-"'CI_|
=" 0CH,
H ""D""‘\ ! | """" _"D‘ DM.-""C\/’LMD_|
O\@\ "CH.OH |
H Y ok
d) oH o e) H O

Figura 1. Componentes desilimarina: flavonolignanos presentes en el extractoa) silibina A
(izquierda) y silibina B (derecha), b) isosibilina A, c) silidianina, d) silicristina y e)
taxifolina.

Marcadores seroldgicos

Las funciones hepéaticas se pueden evaluar mediante una serie de determinaciones
bioquimicas, de las cuales aquellas que permiten analizar una posible lesion hepética son
las actividades enzimaticas de las transaminasas 0 aminotransferasas séricas, unas enzimas
del metabolismo hepético encargadas de catalizar reacciones de transaminacion, es decir,

transferencia de grupos amino o alanina (Garcia& Amado, 2015).

La alaninaamino transferasa (ALT) o transaminasa glutamico pirtuvica (GPT) es una
enzima que se encuentra principalmente en el citosol de los hepatocitos, y se eleva sus
niveles en sangre cuando existe una destruccion o cambio de permeabilidad de las
membrana celular hepatica. EI método empleado para su determinacién es la UV
optimizado (IFCC) basada en la transferencia del grupo amina de la L-alanina al o-
cetoglutarato con la formacion de L-glutamato y piruvato catalizado por GPT
respectivamente y luego el piruvato es reducido a L-lactato por la lactato deshidrogenasa

(LDH) en presencia de nicotinamido-adenin-dinucleo6tido reducido (NADH), como se



muestra en el siguiente esquema (Schumann et al., 2002; Young, 1997);

ALTIGPT
L-Alanina + 2-Cetoglutarato —— L-Glutamato + Piruvato

LDH
Piruvato + NADH + HW ——— Lactato + NAD™

La disminucién cinética de la absorbancia debido a la oxidacion de NADH a NAD* se
controla a 340nm. La velocidad de disminucion de la absorbancia de la mezcla de reaccién
es directamente proporcional a la actividad de la enzima GPT en la muestra (Young, 1997).

La aspartatoamino transferasa (AST) o transaminasa glutdmico oxalacética (GOT) es una
enzima ampliamente distribuida en el organismo. Se localiza en el citoplasma y
mitocondria de célulasde diferentes 6rganos y tejidos como el higado, rifion, masculo
esquelético y cardiaco, pancreas y cerebro. El método utilizado para su determinacion es la
UV optimizado (IFCC) basada en que la GOT cataliza la transferencia del grupo amino del
aspartato al 2-oxoglutarato, con la formacion de oxalacetato y glutamato, posteriormente el
oxalacetato es reducido a malato con la ayuda de malato deshidrogenasa (MDH) en
presencia de NADH, como se muestra a continuacion (Schumann et al., 2002;
Young,1997);

ASTIGOT
| -Aspartato + 2-Celoglutarato ——3 L-Glutamato + Oxalacetato

MDOH
Cixalacetato + MADH + H —— L-Malato + NAD™

La disminucion de la absorbancia debido a la oxidacién de NADH a NAD™ ocurre de
manera cinética y es controlada a 340nm, siendo este cambio proporcional a la actividad de
GOT en la muestra (Young, 1997).

La fosfatasa alcalina (FA) es una enzima localizada en el higado, hueso, placenta, sistema
reticulo endotelial y vascular. EI método cinético optimizado empleado para su medicion
estd basado en la reaccion en el cual la FA hidroliza al p-nitrofenilfosfato (p-NFF)
produciendo fosfato inorganico y p-nitrofenol a pH 9,8, como se muestra a continuacién
(CBN, 1972; Young,1997);

Fa', Mg~

p-Nitrofenilfosfato + H:O T}g‘"‘ p-Nitrofenol + P



Donde la velocidad de aparicion de p-nitrofenol es controlado midiendo la absorbancia a
405nm, siendo este cambio proporcional a la actividad enzimética de la FA en la muestra
(Young, 1997).

Antioxidantes

Un antioxidante es una sustagcia capaz de neutralizar los radicales libres de oxigeno (ROS,

del inglés reactive oxygen specie) que incluyen al radical hidroxilo (OH"), anion superoxido

(0;7), peréxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno singlete (*0") ademas de especies
reactivas de nitrégeno (RNS, del inglés reactive nitrogenspecie) convirtiéndolos en
especies no radicales, logrando asi disminuir o evitar los dafios por oxidacion (Ciappini et
al., 2013; S. Martinez-Flérez et al., 2002; Blasa et al., 2007). EIl organismo cuenta con
sistemas de defensa antioxidante que se clasifican en; antioxidantes endogenos
enzimaticos: que incluyen a superoxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPX) y glutation reductasa (GR) (Vazquez, 2012), en tanto que los sistemas
antioxidantes no enzimaticos comprenden; albumina, ceruloplasmina, transferrina,
glutation, bilirrubina, acido drico, ubiquinona o melatonina (Sandoval et al., 2013; Sies,
1991).

Pero debido a que un evento patologico conlleva a una pérdida del equilibrio entre la
produccion de radicales libres y el sistema de defensa antioxidante del organismo, es
recomendable proveer al organismo antioxidantes de origen exdgeno que abarcan a;
vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a- tocoferol), PB-caroteno, y polifenoles

provenientes de plantas (Sandoval et al., 2013).

Cabe mencionar, que entre los compuestos sintetizados a partir del metabolismo secundario
de las plantas con actividad antioxidante se encuentran: los taninos, compuestos fenolicos,
flavonas, flavonoles, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, catequinas,
antocianinas y proantocianinas que pueden actuar por diferentes mecanismos tales como;
donadores de hidrogeno, agentes reductores, eliminadores de ROS, o quelantes de iones
metélicos, y de esa manera interferir o evitar las reacciones de propagacion de radicales
libres (Ciappini et al., 2013; Martinez-Flérez et al., 2002; Marwah et al.,2007).

Asi mismo, los compuestos fendlicos poseen en su estructura uno o mas anillos aromaticos

con un sustituyente hidroxilo como minimo, siendo esa estructura favorable para secuestrar
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radicales libres y en consecuencia su consumo se ha relacionado beneficioso para el
tratamiento de céncer, enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamacion y
dafio oxidativo como en caso de las enfermedades hepéticas, puesto que el estrés oxidativo
posee un papel fundamental en la aparicion y progresion de las enfermedades hepéticas,
por lo tanto, en la actualidad la propiedad antioxidante proveniente de plantas medicinales
para la prevencién o tratamiento de patologias hepéaticas son de interés (Saha et al., 2019;
Sandoval et al., 2013).
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Fueron utilizados, solucion de NaCl al 0,9% y los siguientes reactivos de calidad analitica:
paracetamol y silimarina de Sigma Chemical Company Mo., pentobarbital sodico de
Nembutal, agua destilada, alcohol etilico absoluto 99,5% de CICARELLI Laboratorios,
persulfato de amonio, etanol y propilenglicol obtenidos de localmente de Italquimica,
Trolox de AldrichChemistry y acido galico monohidratado 98+% A.C.S. de Sigma-Aldrich
utilizados como antioxidante de referencia, ABTS de AppliChen, extracto etandlico de
Allophylus edulis ("koka™), Kits para la determinacion de FA, GOT, GPT y sueros de
control multipardmetros HumaTrol N/P de margen normal y anormal respectivamente,

obtenidos de Human Diagnostic World wide reagent.

Materiales y equipos

Se citan a continuacion los materiales utilizados: jeringas de 1mL para administracion
intraperitoneal y puncion cardiaca, canula para administracion via oral, vaso de
precipitado, embudo de blichner, pipetas automaticas, pipetas volumétricas de 1mL, 2mL,
3mL, 5mL y 10mL, pro- pipeta, punteras amarillas y azules, tubos de ensayo, espatula,
tubo de microcentrifuga, gradilla, matraz, embudo, papel de filtro, erlenmeyer, papel de

aluminio y tubo falcon.
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Los equipos utilizados: balanza para animales (Shimadzu), balanza analitica (METTLER
AE 100), balanza granataria (KERNPFB), vortex (AutomaticmixerS-100), estufa
(Advantec-JICA), bafio Maria (Jalubo SW23 y BUCHI 461 WaterBath), sonicador
(QUIMIS), motor de vacio (KIF Neubergerinc), rotavapor (Cole-Parner) con enfriador
(Polystat), centrifuga (HERMLE Z216M), centrifuga refrigerada (HealForce),
espectrofotometro UV-800 y equipo de analisis quimico semiautomatico (BioSystems
BTS-350).

Obtencion del material vegetal

Las hojas de Allophylus edulis ("kokii”) fueron recolectadas del barrio Mbokajaty de la
ciudad de Julian Augusto Saldivar (25°26°50,4"S y 57° 27°07,1W), y fueron identificadas
por investigadores del Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias Quimicas. Un
ejemplar de herbario fue archivado en el herbario de la FCQ (G Delméas 284). Las hojas
fueron secadas a temperatura ambiente y en estufa a 40°C, para posteriormente reducirlas a
polvo con la ayuda de un molino de cuchillas obteniéndose un total de 414,249 de polvo de
las hojas de “kokui". Para la obtencion del extracto se emplearon 200g del polvo y el resto

del polvo fue reservado bajo refrigeracion.

El polvo de las hojas de “"koku™ fue macerado con alcohol etilico al 96% a temperatura
ambiente, luego se procedio a sonicar (dos veces) a 30°C durante 30 minutos con un reposo
de 15 minutos entre cada operacion, esto se repitio tres veces en el dia y posteriormente se
volvié a agregar alcohol etilico al 96% hasta cubrir todo el material mezclando suavemente
y se dejo reposar durante toda la noche cubierto con papel de aluminio. Al dia siguiente se
procedio a realizar el filtrado al vacio del material, donde el filtrado fue colectado, en tanto
que el residuo de extraccion del “kokii™ se volvid a macerar en alcohol etilico al 96% y se

repitié los pasos del dia anterior, esto se realizé durante tres dias.

Seguidamente, el marco de la extraccion se agregdé a un balén de 3000mL con
aproximadamente 1000mL de alcohol etilico al 96%, y fue llevado a reflujo durante 15
minutos. Se dejo reposar durante toda la noche para que pueda enfriarse, al dia siguiente se
filtr al vacio, el extracto fue separado y el residuo nuevamente fue llevado a reflujo en las

mismas condiciones descritas, este procedimiento se repitio tres veces.

Finalmente se procedidé a concentrar el filtrado recolectado anteriormente con la ayuda de
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un rotavapor a una temperatura aproximada de 40°C hasta la eliminaciéon total del

disolvente, obteniéndose un extracto de consistencia pastosa, que fue almacenado en un

desecador.

Analisis fitoquimico preliminar

Se realiz6 la investigacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto seglin la metodologia descrita (Sanabria-Galindo, 1983; Sanabria-Galindo et al.,

1997). Brevemente con algunas modificaciones,

a)

b)

d)

Taninos. Se empled la reaccion de cloruro férrico o alumbre férrico, a 0,02 g del
extracto de A. edulis disuelto en agua destilada se afiadid 5-6 gotas de cloruro
férrico, una coloracion verde o azul indica la presencia de taninos. En la reaccién con
acetato de plomo, a 0,02 g del extracto de A. edulis disuelto en agua destilada se afiadié 5-6
gotas de acetato de plomo 5%, la aparicién de un precipitado pardo, indica la presencia de

taninos.

Azlcar reductor. Se empled la reaccion de Fehling, brevemente a 0,02 g del
extracto de A. edulis disuelto en agua destilada, se afiadié 10 gotas de Fehling Ay
10 gotas de Fehling B, luego se hirvio durante 3 a 4 minutos, y la formacién de un
precipitado rojo ladrillo, es indicativo de la presencia de azUcares reductores.

Azucar no reductor. Se agrego 5 gotas de HCI a 0,02 g del extracto de A. edulis
disuelto en agua destilada y fue colocado en bafio Maria hirviendo durante 2
minutos, después se neutralizd con NaOH al 10%. Posteriormente se empled la
reaccion de Fehling tal como fue descrito anteriormente.

Gomas. Se empled 0,02 g del extracto de A. edulis disuelto en agua destilada mas
10mL de alcohol de 95°, donde la formacion de un precipitado blanco o un blanco
turbio indica una reaccion positiva para gomas.

Saponinas. Se utilizé el método de la espuma, 0,02 g del extracto de A. edulis
disuelto en agua destilada, fue colocado en un tubo de ensayo y se procedié a agitar
vigorosamente durante 2 minutos, y la aparicion de espuma persistente por mas de
5 minutos se considera positivo.

Antraquinonas y heterdsidos de antraquinona. Se utilizé la reaccidén de Borntrager,
brevemente a 0,02 g del extracto de A. edulis disuelto en cloroformo fue agregado

2mL de NH,OH y la aparicion de una coloracion rosa/violacea en la capa amoniacal
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9)

h)

)

es indicativo de la presencia de antraquinonas. Ademas, se hirvié durante 5 minutos
0,02 g del extracto de A. edulis con 10mL de KOH y 1mL de H,O, al 6%, posteriormente
se dejo reposar hasta que se enfrie y se filtrd, al filtrado obtenido se agreg6 10 gotas de
acido acético para luego extraerlo con 10mL de cloroformo, a la capa cloroférmica formada
se afiadio igual volumen de NH,OH, y seguidamente fue agitado. La aparicion de una
coloracion roja mas intensa al ser comparada con el resultado anterior, en la capa organica,

indica reaccion positiva para heterdsido de antraquinonas.

Flavonoides. Se empled la reaccién de NaOH, a 0,02 g del extracto de A. edulis
disuelto en agua destilada, fueron agregados 3mL deNaOH diluido y la aparicion de
una coloraciéon amarillo/anaranjado es indicativo de la presencia de compuestos con nicleo
de la y-benzopirona (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonoides y
Xantonas).

Carotenoides. Fue empleado 0,02 g del extracto de A. edulis en 10mL de
cloroformo, filtrado y luego evaporado a sequedad en una capsula de porcelana, a
continuacion, se re-disolvié con 0,5mL de cloroformo y luego se afiadio 0,5mL de
acido sulfurico concentrado, la aparicion de una coloracion azul indigo indica
reaccion positiva.

Triterpenoides. La reaccion de Liebermann-Burchard, se disuelven 0,02 g extracto
de A. edulis en 10mL de cloroformo y luego se afiaden unas gotas de anhidrido
acetico y se deje reposar por unos instantes, luego se agrega 2 gotas de acido
sulfurico, y la aparicién de una coloracion rosa, verde, rojo, purpura o azul indica
una reaccion positiva para triterpenoides.

Alcaloides. A 0,02g del extracto de A. edulis se afiadio 20mL de acido sulfarico al
1% manteniendo una agitacion intermitente, seguidamente fue filtrado, y
posteriormente se afiadieron los siguientes reactivos como sigue;

e 0,1mL del filtrado + 1 gota de reactivo Mayer (sales de ioduro de potasio y
mercurio), la formacion de un precipitado blanco es indicativo de la presencia
dealcaloides.

e 0,1mL del filtrado + 1 gota de reactivo Dragendorf (sal de ioduro de potasio),
la formacion de un precipitado rojo anaranjado es indicativo de la presencia

dealcaloides.
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Extraccion para la determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante

total

16

Para la determinacion de los compuestos fenoles totales y la capacidad antioxidante total del

extracto etandlico de "koki™ se procedid primeramente a la extraccion de fenoles presentes en el

extracto (Mereles, 2015), como se muestra a continuacion:

1°. Se pesO exactamente aproximadamente 1 gramo, medido en balanza analitica de

extracto de A. edulis en tubo 1 Falcon.

2,
3,
40,
5°,
6°.

7°.
8°.
9°,

Se afiadié 15 mL de la mezcla metanol:agua (1:1).
Tres veces se agitd en vortex durante 5 minutos, cada 10 minutos.

Fue sonicado durante 15 minutos a 30°C.

Se procedio a separar el sobrenadante obtenido en un tubo 2 Falcon.

Se afiadio 10mL de la mezcla acetona: agua (70:30) al residuo restante del tubo 1
Falcon.

Fueron repetidos los pasos 3°, 4°y 5°.

Luego, se combinaron los sobrenadantes del tubo 1y 2.

Se filtré con papel Whatman cuantitativo en un matraz de 50mL y fue llevado a

volumen con agua destilada.

10°. Se obtuvo un extracto de concentracion 20mg/mL.

11°. Las diluciones fueron realizadas por triplicado en tubos de ensayo.

12°. Estos se emplearon en la determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante

total.

El procedimiento se realizé por triplicado.

Determinacion de compuestos fendlicos totales (TPC)

El andlisis de los TPC en el extracto etandlico de A. edulis se realizé en base al método

descrito por (Singlenton et al., 1999) utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu que es una

mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico que oxida los compuestos fenolicos a

fenolatos a pH alcalino debido que se trata de un agente reductor (Pefiarrieta et al., 2009)

en una solucion saturada de carbonato sodico que da como resultado un complejo azul de

oxido de wolframio (Wg0O,3) y molibdeno (MogO,3) que se cuantifica por



espectrofotometria a 765nm en base a la curva de calibracion de acido galico (Kuskoski et
al., 2005; Ciappini et al., 2013).

A continuacion, se describe brevemente con algunas modificaciones primeramente se
agregd 2,5mL de reactivo Folin-Ciocalteu previamente diluido diez veces con agua
destilada y 2mL de carbonato de sodio saturado al 20%, se agitd vigorosamente y luego se
agregd 500uL del extracto 20 mg/mL y 4mg/mL, se mezcld durante unos segundos y se
incubd protegido de la luz durante 30 min a 40°C. La absorbancia fue leida a 765nm
después de enfriar a temperatura ambiente, luego se compard la absorbancia de cada
muestra con la curva de calibracion de acido galico (5- 150 pg/mL), cabe mencionar que
fue utilizado agua destilada como blanco (Pefarrieta et al., 2009; Ciappini et al., 2013;
Casillasa& Alvarado, 2016). Las muestras fueron analizadas por triplicado y la
concentracion del TPC fue expresado como mg Equivalente de acido galico (GAE) por
cada 100 g de extracto (Re et al., 1999; Kuskoski et al., 2005; Povolo et al.,2019).

Para la preparacion de la curva de calibracion (acido galico), se empled una solucion madre
de acido galico 250pg/mL (25mg/mL), y se prepar6 6 (seis) diluciones diluidas de
concentracion creciente de 5 a 150 pg/mL lo cual se llevé a un volumen final de 25mL con

agua destilada (Anexo, Tablal).

Posteriormente, fue leida la absorbancia a 765nm para obtener la curva de calibracion de
acido galico (Anexo, tabla 2) (Mereles, 2015).

Determinacion de la capacidad antioxidante total (TAC)

La determinacion de la capacidad antioxidante total se realizd segin el método de (Re et
al., 1999) con algunas modificaciones descritas por (Contreras-Calderdn et al., 2010), que
consiste en un método de decoloracion del cation radical &cido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS™). Brevemente, el radical ABTS "se obtuvo tras la
reaccion de 10mL de ABTS 7mM con 10mL de persulfato de potasio (K,S,0g) 2,45mM
(fig. 2) que fue incubado durante 20 horas a temperatura ambiente protegidos de la luz con
papel aluminio, luego en el dia de la evaluacion se procedi6 a diluir el ABTS "con etanol

absoluto hasta ajustar el valor de la absorbancia a 0,7+0,2 a 730nm.
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Figura 2. Formacion del ABTS "a partir del persulfato de potasio.

Antes de realizar el ensayo de ABTS para la determinacion de la TAC, se afiadié 200uL de
HCI 3M para disolver taninos presentes en el extracto y su posterior filtrado para eliminarlo
por completo. Después se adicioné 2,5mL de la solucion ABTSa 200uL de extracto
diluidos a partir de una concentraciéon 160ug/mL (16-104pg/mL), se homogeniz6d y luego
se incubd a 35°C durante 30 minutos y se procedié a leer la absorbancia a 730nm. No
obstante debido a que la absorbancia de la primera dilucion del extracto con
concentraciondel6pg/mL fue casi el 50% de la absorbancia del blanco, se prepard una
segunda dilucién del extracto (6,4-48,0ug/mL) y se repitioé el procedimiento mencionado
anteriormente. La cuantificacion de la capacidad antioxidante total en el extracto se realizo
por el método de regresion lineal, para lo cual se utilizo la curva estandar del antioxidante
sintético de referencia trolox (0-320 uM) empleando agua destilada como disolvente (Vit et
al., 2008; Penarrieta et al., 2009) y expresado la capacidad antioxidante en equivalentes de
trolox (TEAC) o uUAMTEAC/gramo de extracto que se logro tras corregir el resultado por los
factores de dilucion y el peso de la muestra, ademéas se determind la concentracion
inhibitoria efectiva 50 (IC50) que es la concentracion del extracto (ug/mL) necesario para
reducir en un 50% la actividad del radical ABTS y que posteriormente fue expresado como

% de inhibicion (%]l) de la muestra que se calculé mediante la siguienteecuacion;
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Acontrol
Acontrol: 12 absorbancia del disolvente.
Anmuestra; 12 absorbancia del extracto enestudio.

Por lo demas cabe destacar que la evaluacion de la muestra se realizo por triplicado.

Animales de experimentacion

Se emplearon ratones albinos suizos (25-33 g) de 10-12 semanas de edad provenientes del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion
(UNA), mantenidos bajo condiciones estandares (ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, temperatura 22+5°C y humedad 50+5 %), recibieron 7 g de alimento balanceado
comercial por cada animal por dia, y agua ad libitum (Zufiiga et al., 2008).

Partiendo de la cantidad aproximada de animales a ser utilizados en los ensayos in vivo,
animales jovenes de 10 a 12 semanas fueron puestos en reproduccion en sistema harén (un
macho y tres hembras) cuyo tiempo de gestacion es de 21 dias, una vez que nacieron las
crias se permitio que fueran amantados por las madres nuevamente por 21 dias para luego
destetarlos y separar los ratones machos de las hembras en cajas diferentes y mantenidas
hasta cumplir 10 a 12 semanas de edad (adulto joven) para su posterior utilizacion en los
experimentos, cabe mencionar que durante todo ese tiempo los animales fueron mantenidos
de manera controlada, en cuanto a la alimentacion, higiene y bienestar animal (Zufiiga et
al., 2008).

Ensayo de toxicidad oral aguda

Este ensayo se realizd siguiendo las directrices del Test N° 420 de la Organizacion de
Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) "Toxicidad Oral Aguda-Procedimiento de
Dosis Fija“, esta metodologia se fundamenta en la utilizacion de dosis moderadamente
toxicas y evitar la administracion de dosis que se espera que sean letales, asi también

aquellas dosis gque se sabe que causa dolor y angustia severo (OECD/OCDE,2002).

Brevemente, se emplearon dos grupos de cinco ratones hembra debido a que generalmente

son un poco mas sensibles en relacion con los machos, con edad de 10 a 12 semanas, de
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uso comun, nuliparas, no embarazadas, con una variacion de peso corporal no mayor al
20%. Uno de los grupos fueron tratados con las dosis fijas de 5, 50, 300 y 2000 mg/kg, via
oral y el otro grupo recibio el vehiculo del extracto (etanol 5%: propilenglicol 40%: agua
55%), teniendo en cuenta un intervalo de tres dias entre cada nivel de dosificacion para
lograr observar toxicidad retrasada en caso que hubiere, previamente fueron retenidos los
alimentos balanceados de los animales no asi el agua de bebida durante 1-2 horas antes del
ensayo, para asegurar esto se realizaron cambios de camas (virutas) de las cajas. Los
animales fueron observados cuidadosamente después de la administracion durante los
primeros 60 minutos, y periddicamente durante las primeras 4, 8, 12 y 24 horas
respectivamente y a partir de alli durante 14 dias para evidenciar signos de toxicidad
subaguda o retardada, también fue registrado el peso corporal individual de los animales y
el dia 14 se realizo necropsia de los principales 6rganos para una evaluacién macroscopica

como son: pulmon, corazon, rifion, higado y bazo (OECD/OCDE, 2002).

Durante la observacion debia tenerse en cuenta algunos cambios indicativos de algun signo
de toxicidad, entre ellos se encuentra, cambios en; la piel, pelaje, 0jos, membrana mucosa,
frecuencia respiratoria, sistema circulatorio, sistema nervioso central, actividad
somatomotora, patron de comportamiento, temblores, convulsiones, salivacion, diarrea,
letargo, suefio, coma y muerte (OECD/OCDE, 2002).

Evaluacion de comportamiento general (test de Irwin)

Para este ensayo se siguio el test de Irwin que consiste en un procedimiento de observacion
para evaluar efectos primarios de un farmaco o candidato a farmaco sobre el
comportamiento y las funciones fisioldgicas del Sistema Nervioso Central (SNC) (Roux et
al., 2004; Zavala-Flores et al., 2013) para lo cual fueron utilizados ratones machos,
divididos aleatoriamente en grupos de ocho animales. EI grupo uno fue tratado con el
vehiculo del extracto via oral, en tanto que los grupos 2, 3, 4 y brecibieron el extracto
etanolico A. edulis en dosis de 50, 100, 200 y 400mg/kg respectivamente via oral.
Transcurridos 60 minutos y asi también 24 horas de la administracion correspondiente,
fueron evaluados individualmente las manifestaciones neuroldgicas detalladas en la tabla 3,
donde cada parametro analizado fue interpretado como ausencia o presencia (Pellow et al.,
1985; Lapa,2003).
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Tabla 3. Pardmetros observados en el estudio de comportamiento general (Gross behavior,
test de Irwin)

Parametro observado
Excitacion
Cola de Straub
Saltos
Hipersensibilidad a estimulos externos
Estereotipias
Comportamientos agresivo
Sedacion
Marcha rodante
Pérdida de equilibrio
Pérdida de traccion _
Falta de coordinacion motora Indicado con cruces, de 1 a 4,
Hiposensibilidad a estimulos externos segun intensidad
Disminucion del tono muscular
Acinesia
Catalepsia
Hipotermia
Respiracion
Dilatacion de la pupila
Variacion de temperatura corporal
Salivacion
Defecacion
Letalidad

Hepatotoxicidad inducida por paracetamol

Para realizar este ensayo fueron divididos aleatoriamente ratones machos en grupos de
8animales cada uno. En la tabla 4 se detalla la distribucion de estos. Antes del experimento

los animales estuvieron sometidos a 6 horas de ayuno, pero con acceso libre al agua.

La duracion del protocolo fue de cuatro dias, durante los primeros tres dias los animales
solo recibieron el tratamiento (tabla 4), en tanto que el cuarto dia del ensayo recibieron el
tratamiento y luego de 2 horas la dosis hepatotdxica de paracetamol (300 mg/kg, via
intraperitoneal), cabe mencionar que luego de la administracion del paracetamol los
animales tuvieron acceso a los alimentos balanceados durante 3 horas, y transcurrido ese
tiempo se procedi6 a anestesiarlos con pentobarbital sodico 40mg/kg para lograr obtener
muestras de sangre por puncion cardiaca, posterior e inmediatamente después de la

extraccion se procedié a sacrificarlos por dislocacion cervical (Mossanen&Tacke, 2015).

Tabla 4. Distribucion de grupos experimentales
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Grupos Tratamiento, v.o. Paracetamol

Blanco Vehiculo No
Etanol:propilenglicol:agua (2.5:40:57.5)

Patoldgico Vehiculo Si
Control Positivo **Silimarina 100 mg/Kg Si
Ae 50 **Extracto de A. edulis, 50 mg/Kg. Si
Ae 100 ** Extracto de A. edulis, 100 mg/Kg Si
Ae 200 ** Extracto de A. edulis, 200 mg/Kg Si
Ae 400 ** Extracto de A. edulis, 400 mg/Kg Si

*Induccion dafio hepatico; paracetamol 300 mg/kg, ip.
**E| extracto y la silimarina se disolveran en el vehiculo mencionado

Por otro lado, cabe destacar que la lesion hepética aguda inducida en los animales puede
asociarse a signos de fatiga y moverse mas lentamente dentro de las primeras 12 horas
después de la inyeccion de APAP. Las medidas que se tuvieron en cuenta fueron, que si los
ratones hubieran presentado una temperatura corporal baja (hipotermia <35 °C), cambios
en la respiracion y no sean faciles de despertar, debian ser sacrificados
(Mossanen&Tacke,2015).

Determinacion de los niveles de transaminasas séricos

Una vez obtenida la muestra de sangre, estos fueron llevados a bafio Maria a 37°C durante
20 minutos para facilitar el exudado del suero, posteriormente para lograr separar el suero a
ser utilizado se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Las actividades de GPT, GOT y
FA se determinaron a traves del método UV optimizado (IFCC). La absorbancia fue
medida a 340nm en un espectrofotometro, y los resultados expresados en U/L (Dufour et
al., 2000; Stromme&Eldjam,1974).

Anadlisis estadisticos

Los datos obtenidos en los diferentes grupos en estudio fueron expresados como promedios

+ desviacidn estandar. Los datos del ensayo de hepatoproteccién se analizaron mediante el



programa GraphPad Prism versiéon 7.0, mediante andlisis de varianza (ANOVA de una
via), seguida de test de comparacion maltiple de Dunnett o Tukey, un nivel de p<0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Asuntos éticos
Al tratarse de un estudio experimental con animales de laboratorio, los mismos fueron

tratados como reactivos bioldgicos y en todo momento se trabajé de acuerdo con las
normas establecidas en la comision de ética de la comunidad Europea. EI manejo de los
animales se realizé a través de procedimientos estandarizados y la regla basica seguida es
que todo animal tratado debe ser sacrificado, por dislocacion cervical. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de la Facultad De Ciencias Quimicas,
UNA cuyo cédigo del dictamen es CEI 469/19. Fueron empleados para los ensayos el
nimero minimo necesario, el menor tiempo de duracion de la observacion requerida para
obtener datos consistentes. Cada animal fue empleado una sola vez (Real Decreto
1201/2005, 2005).
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RESULTADOS

Analisis Fitoquimico Preliminar

Los resultados colorimétricos obtenidos indican la presencia (+) o ausencia (-) de los
metabolitos secundarios en cuestion; taninos, azucar reductor, azucar no reductor, gomas,
saponinas, antraquinonas, heterosidos de antraquinonas, flavonoides, carotenoides,
triterpenoides y alcaloides respectivamente analizados de manera cualitativa y reportados

en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados del andlisis fitoquimico cualitativo del extracto etan6lico de hojas de A.

edulis

Metabolito secundario* | Hojas de A. edulis
Taninos Positivo
Azlcar reductor Negativo
Az(car no reductor Negativo
Gomas Negativo
Saponinas Negativo
Antraquinonas Positivo
Heterdsidos de antraquinonas  Positivo
Flavonoides Positivo
Carotenoides Negativo
Triterpenoides Positivo
Alcaloides Negativo

*Cada ensayo se realizé por duplicado.
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Determinacioén de fenoles totales

25

Para determinar el contenido de compuestos fenolicos totales se empled la curva de

calibracién de &cido gélico como referencia que se muestra en la figura 3.
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Figura 3.Curva de calibracion de acido galico para la determinacidén de los compuestos

fenolicos totales del extracto etandlico de A. edulis.

Para la determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos totales presentes en el

extracto etanolico de A. edulis el ensayo fue realizado por triplicado, y el valor promedio

obtenido en este estudio fue 36,954+0,379 mg GAE/100g de extracto como se muestra en

la tabla 6.

Tabla 6. Compuestos fendlicos totales en el extracto de A. edulis

X Peso de Factor .
Extracto  Abs. (ug/ml) muestra dilucién Gé(lfr/;ggg Promedio SD
(9)
M, 0,184 14,96 1,0011 25 37,359
M, 0,179 14,44 0,9861 25 36,609 36,954 0,379
Ms 0,164 12,88 0,8728 25 36,893

*M: muestra, Abs.: absorbancia, X: concentracion, SD: desviacion estandar.



Capacidad antioxidante total

En el ensayo de ABTS para el extracto de A. edulis, el valor de la capacidad antioxidante
encontrado fue de 50,214+0,896 UMTEAC/gramo de extracto, en tanto que el valor de la
capacidad antioxidante expresado en 1C50 fue 17,255+0,346 pg/mL. En este ensayo el
estandar de referencia utilizado fue el Trolox cuyo valor de IC50 obtenido fue 33,722
Hg/mL. Todos los graficos y tablas se encuentran en el apartado de anexo (tablas 7 y 8;

graficos 1y 2).

Toxicidad aguda de A. edulis

Los animales tratados segun el protocolo de dosis fija con 5, 50, 300 y 2000mg/kg del
extracto etanolico de A. edulis respectivamente no presentaron signos de toxicidad
mencionado en la tabla 2, incluyendo la mortalidad de los mismos. Cabe mencionar que
durante los 14 dias de observacion los pesos registrados de cada animal tratado no
presentaron variacion significativa (tabla 9).

Tabla 9. Valor de peso inicial y final de los animales durante 14 dias de observacion durante

la evaluacion de toxicidad aguda.
Grupos N° Peso inicial (g) Peso final ()

1 30,74 30,78

2 25,85 26,79

Vehiculo 3 25,61 26,04
4 27,32 27,12

5 26,72 26,29

1 28,10 28,38

2 24,47 26,22

Extracto A. 3 28,68 29,21
edulis 4 27,89 29,15
5 25,45 26,76

En cuanto a la evaluacion macroscopica de los érganos, fue constatado mediante andlisis

visual que no hubo ninguna variacion entre los grupos (figura 4).
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Figura 4. Evaluacion morfoldgica de los principales érganos de ratones tras 14 dias de
observacion en el ensayo de toxicidad oral aguda del extracto de A. edulis. A, B. Organos de
ratones del grupo blanco. No se observa hipertrofia ni opacidad de los dérganos. C, D, E, F.
Organos de ratones del grupo tratado con el extracto de A. edulis.

Por lo tanto, segun el test N° 420 de la ODCE la administracion via oral del extracto
etandlico de A. edulis es segura hasta la dosis 2000mg/kg, debido a que no fueron

observados ni signos de toxicidad ni muerte de ningun animal estudiado.

Evaluacion de comportamiento general

No fueron observados cambios en el comportamiento general de los ratones tratados via
oral con el extracto de A. edulis a diferentes dosis (50, 100, 200 y 400 mg/Kg) con respecto
al grupo blanco tratado con la mezcla etanol:propilenglicol:agua, durante los primeros 60
minutos del tratamiento y luego de las 24 horas respectivamente.

Determinacion del efecto hepatoprotector de A. edulis

En el modelo de hepatotoxicidad empleado, el cuarto dia del tratamiento con el vehiculo o
el extracto, se indujo dafio hepatico agudo a los animales, excepto a los del grupo control el
que recibid el disolvente empleado para disolver el extracto a ser administrado a los demas
grupos en estudio. Las mediciones se realizaron en el suero de los animales obtenidos al

final del experimento tras anestesia.

Primeramente, se verifico la actividad sérica de GPT (U/L) de los diferentes animales, al

comparar los valores obtenidos en los grupos control y patolégico (APAP), se pudo

27



verificar una diferencia estadisticamente significativa entre ellos, lo cual valida el método

empleado para evaluar la actividad protectora del extracto.

Por otro lado se verificoO también una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo APAP y los grupos SM tratado con el hepatoprotector de referencia, silimarina, y los
grupos Ae50, Ael00, Ae 200 y Ae400, que fueron tratados con diferentes dosis del
extracto etanolico de A. edulis (50, 100, 200 y 400 mg/kg respectivamente) y no se observo
diferencia entre ellos y el grupo control y tampoco entre los grupos tratados con el extracto
y el grupo tratado con silimarina (Figura5).
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Figura 5. Efecto de la administracion oral de A. edulis sobre la actividad sérica de GPT.
Cada barra corresponde al promedio + SD, n=8. ANOVA, post test de Tukey. ****p<0,0001.

También se midié la actividad sérica de GOT (U/L) de los diferentes grupos. Los
resultados mostraron que al comparar los valores obtenidos en los grupos control y
patoldgico (APAP), se pudo verificar una diferencia estadisticamente significativa entre
ellos (p<0,0001), indicando nuevamente la validez del método empleado para evaluar la
actividad hepatoprotectora del extracto. Adicionalmente, al comparar los datos de niveles
séricos de GOT entre los animales del grupo APAP y los grupos SM tratado con el
hepatoprotector de referencia, silimarina (p<0,01), y los grupos Ae50, Ael00, Ae200 y
Ae400, que fueron tratados con diferentes dosis del extracto etandlico de A. edulis(50, 100,
200 y 400 mg/kg respectivamente) se constatd entre ellos una diferencia estadisticamente

significativa (p<0,0001). Mas aln, no se observo diferencia entre ellos y el grupo control y
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tampoco entre los grupos tratados con el extracto y el grupo tratado con silimarina (Figura
6).
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Figura 6. Efecto de la administracién oral de A. edulis sobre la actividad sérica de GOT.
Cada barra corresponde al promedio + SD, n=8. ANOVA, post test de Tukey. **p<0,01,
*H**n<0,0001.

La actividad sérica de fosfatasa alcalina (FA) del grupo control positivo (silimarina)
presenta una diferencia estadisticamente significativa con el grupo de animales con
hepatitis toxica (*p<0,05), los demas grupos tratados no presentan diferencia significativa
respecto al grupo patoldgico, observandose un comportamiento similar entre los mismos
(Figura?).
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Figura 7. Efecto de la administracién oral de A. edulissobre la actividad sérica de fosfatasa
alcalina. Cada barra corresponde al promedio + SD, n=8. ANOVA, post test de Tukey. *p<0,05.



DISCUSION

En primer lugar con respecto a la evaluacion de la toxicidad del extracto etanolico A. edulis
en ratones se encontré que hasta la dosis de 2000 mg/Kg no causo alteraciones
morfoanatémicas de los principales o6rganos estudiados ni muerte del animal por lo tanto
segun la OECD su uso via oral es seguro, dicho hallazgo se correlaciona con un estudio en el
cual emplearon un extracto acuoso de A. edulis para estudiar toxicidad en ratas Wistar, asi
mismo no observaron alteraciones en 6rganos, ni ningun otro parametro de toxicidad, aunque
empleando una dosis de 5000 mg/kg constataron una alteracion del peso del higado de los
animales lo cual sugiere hepatotoxicidad (Signor et al., 2015), pero dicha dosis no fue
evaluada en este estudio, debido a que la OECD no recomienda emplearla, a menos que su
evaluacion se encuentre justificada, es decir, los resultados de dicha evaluacidén posea una
relevancia directa en la proteccion de la salud humana, animal y/o del medio
ambiente(OECD/OCDE, 2002). También ha sido reportada su baja toxicidad empleando
modelos in vitro que utilizan quistes de Artemia salina (Arruda et al., 2019). Continuando,
los resultados de DL50 se afianzan con los resultados obtenidos al evaluar el efecto del

extracto etanolico de A. edulis sobre el comportamiento general de ratones.

Estudios previos referente a A. edulis han informado que uno de los principales metabolitos
secundarios encontrados en la planta son los flavonoides lo cual coincide con lo reportado en

este estudio, ademas no detectaron saponinas en el extracto acuoso y etanolico de A. edulis
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empleado, dicho metabolito tampoco fue detectado en este trabajo empleando solo extracto
etanolico de A. edulis (Arruda et al., 2019). También fue reportado que A. edulis presenta
flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenoides, antraquinonas, lo cual apoya los
resultados encontrados, ademas, se ha reportado la presencia de alcaloides que no fue
detectado en el extracto ensayado, por otro lado, también informaron la presencia de otros
grupos como antronas, esteroides, naftoquinonas, leucoantocianidinas y ciandsidos de
glucosidos (Yayia et al., 1999; BHARAT &Galkwad, 2016).

Con respecto a los compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico de A. edulis en
este estudio, el resultado obtenido fue de 36,954+0,379 mg GAE/100g de extracto, en tanto
que lo reportado en otro estudio empleando extracto etandlico A. edulis fue de 17,6+0,6 mg
GAE/100g de extracto y para el extracto acuoso A. edulis fue de 9,0£0,2 mg GAE/100g de
extracto, esta diferencia podria deberse al sistema de dilucion empleado ya que trabajaron
con una concentracion de 200pug/mL a diferencia de una concentracion de 20 y 4 mg/mL del
extracto o debido al tiempo transcurrido tras la reaccion para su posterior lectura puesto que
midieron la absorbancia luego de 2 horas, en cambio en este trabajo se realizo luego de
media hora (Signor et al.,2015).

En el ensayo de ABTS para el extracto de A. edulis ,el resultado de la actividad antioxidante
expresado en 1C50 (17,255+0,346 pg/mL) es menor respecto al de la sustancia de referencia
trolox (33,722 pg/mL), lo cual indica una mayor capacidad antioxidante del extracto en
comparacion a la sustancia de referencia, en tanto, se ha reportado una actividad antioxidante
moderada del extracto de aceite de A. edulis (EOAE)y del viridiflorol un constituyente
principal de dicho extracto, siendo mayor la del EOAE, que atribuyeron a la mayor
solubilidad en medio organico (Trevizan, 2016),dicha capacidad del A. edulis se asocia a los
compuestos fendlicos presentes en el extracto (Signor et al., 2015), ademas, ha sido
reportado otra especie A. rubifolius con actividad antioxidante expresado como 1C50 7,1+0,1
ug/mL, en el ensayo DDPH (Marwah et al., 2007).

En relacion al modelo de hepatotoxicidad inducida por APAP empleado en ratones, el grupo
patoldgico exhibié un incremento de la actividad de GPT y GOT respecto al grupo control
(p<0,0001) de acuerdo a la referencia (Mossanen&Tacke, 2015) puesto que el metabolismo
de APAP y la necrosis hepatica son los principales eventos durante las primeras horas luego
de la administracion de APAP (Mossanen&Tacke,2015).
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Asi mismo, se encontré una reduccién significativa (p<0,0001) de las enzimas hepéticas
GPT, GOT de los grupos tratados con las diferentes dosis del extracto de A. edulis
comparado al grupo control, siendo dicho comportamiento similar a lo observado en el grupo
tratado con silimarina respecto al grupo control (GPT p<0,0001 y GOT p<0.01), cabe
mencionar que dicho comportamiento de la silimarina era lo esperado segln lo reportado
(Papackova et al.,2018).

En cuanto a la actividad de FAL, se encontr6 que solo el grupo tratado con silimarina
presentd diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control (p<0,05), el
grupo patoldgico ni los grupos tratados con las diferentes dosis del extracto presentaron
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control, lo cual podria deberse a
que esta enzima no es un marcador especifico del higado y por lo tanto la presencia de
alteracion no siempre es indicativo dafio hepatocelular(Cortés&Montoro, 2012), pero cuando
existe una obstruccion hepatica del flujo biliar si puede verse afectado dicho
parametro(Schumannet al., 2002), cabe mencionar, que el tiempo transcurrido para la toma
de muestra tras la administracion de APAP en el modelo de hepatotoxicidad empleado, no es

suficiente para provocar dicho dafio en los animales empleados.

En general observamos que el comportamiento de los grupos tratados con las diferentes
dosis del extracto de A. edulis sobre los principales marcadores de dafio hepatocelular GPT y
GOT fueron similares al grupo tratado con la silimarina un hepatoptotector conocido, esto
podria deberse a la propiedad antioxidante del A. edulis que se asocia con la presencia de
compuestos fendlicos y segun lo encontrado a nivel in vitro (Hoffmann-Bohm et al., 1992)
puesto que el dafio hepatico provocado en el modelo de hepatotoxicidad empleado involucra
un estrés oxidativo (Papackova et al., 2018), en este punto cabe mencionar que ha sido
reportado el rol de los compuestos fendlicos de origen natural en la hepatoproteccion (Saha
et al., 2019) ya que estos compuestos poseen la capacidad de estabilizar los radicales libres
generados y también mediante la inhibicion de la formacion y expresion de citocinas
inflamatorias, interleucinas, factor de crecimiento transformante p (TGF- B) y factor de
necrosis tumoral o (TNF-o)) (Rani et al., 2016), también ha sido reportado la regulacion de la

expresion de varios genes segun modelo de hepatotoxicidad estudiado (Saha et al.,2019).
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CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el test N°420 de la OECD, la administracion via
oral del extracto de A. edulis es segura hasta la dosis de 2000 mg/Kg. Ademas, no afecta el
comportamiento general y actividad general de ratones machos tratados.

Los principales metabolitos secundarios detectados cualitativamente en el extracto de A.
edulis fueron flavonoides, triterpenoides y taninos, que se contrasta con lo reportado en la
bibliografia hasta la fecha.

El extracto de A. edulis posee una mayor capacidad antioxidante que la sustancia de
referencia trolox, evaluado en el ensayo ABTS. Dicho resultado se asocia al contenido de
compuestos fenolicos detectados en el extracto.

Por altimo, segun los resultados obtenidos en el modelo de hepatotoxicidad empleado, el
extracto de A. edulis posee una actividad hepatoprotectora, que podria asociarse a su
actividad antioxidante. Por lo tanto, se logré validar cientificamente la propiedad

hepatoprotectora del extracto de A. edulis.
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ANEXO

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracién de acido gélico a partir de una solucién
concentrada de 250 pg/mL

Concentracion de acido galico Volumen de acido géalico
(ng/mL) (mL)
) 0,5
10 1
20 2
50 5
100 10
150 15

Tabla 2. Curva de calibracion de &cido galico

Concentracion ug/mL Absorbancia
(Eje X) (Eje Y)

5 0,062

10 0,138

20 0,240

50 0,544
100 0,992
150 1,467




Tabla 3. Muestra 1 del extracto etandlico de "kok{", curva de dilucion de la muestra 1 del

extracto y su % de inhibicion.

Concentracion final del extracto i [T o T
(Hg/mL)
9,600 35,5
12,800 41,9
22,400 62,7
32,000 75,8
41,600 88,2
17,500 IC50 (Hg/mL)

Obs.: se eliminan los puntos para mejorar linealidad, ademas estos puntos

tenian coloracion rosada
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Gréfico 1. Curva de %IC50 vs concentracion en pug/mL de la muestra 1 del extracto etanélico de

Allophylus edulis



Tabla 4. Muestra 2 del extracto etandlico de "kokd{”, curva de dilucion de la muestra 2 del

extracto y su % de inhibicion.

Concentracion final del extracto % Inhibicion de ABTS
(pg/mL)
6,4 30,484
9,6 34,516
16 49,516
22,4 60,000
32 78,065
17,010 IC50 (pug/mL)
Obs.: se eliminan los puntos para mejorar linealidad, ademas estos puntos
tenian coloracién rosada.
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Grafico 2. Curva de %IC50 de ABTS vs concentracion g de la muestra 2 del extracto etandlico

de Allophylus edulis



