UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE FARMACIAY BIOQUIMICA

UNIDAD DE POSGRADO

Actividad energetica y hepatoprotectora de las hojas de

baccharis lanceolata (chilca)

TESIS

Para optar al Grado Académico de Doctor en Farmacia y Bioquimica

AUTOR
Delia Yolanda Whu Whu

ASESOR
Dr. Jorge Arroyo Acevedo

Lima — Peru
2014



DEDICATORIAS

A la memoria de mi madre Delia, A mi padre Rafael,
gue siempre me alentd y que me estara por ser un ejemplo de trabajo y
viendo desde el cielo. perseverancia.

A mi esposo Cesar y mi hijo Julio Cesar,

por alentarme y apoyarme en los momentos

mas dificiles.
A mis hermanos Rafael, Sandray Carmen
Por apoyarme y brindarme su carifio.
Al Dr. Irey Namijira, por acogerme A la memoria de la Dra.Luz Oyola H.
en su Departamento de Microbiologia Fué mi mejor amiga y le debo sus
como un miembro mas. ensefianzas.

A mis amigos:
Consuelo Ruelas
Mirtha Roque A.
Maria Elena Salazar
Julia R. Ruiz Quiroz
Robert Almonacid R.
Nelson Bautista C.
Quienes han colaborado en el desarrollo de mi tesis y

han hecho posible su culminacion.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Jorge Luis Arroyo Acevedo
Amigo y asesor, quien me ayudé a la culminacion

del presente trabajo de investigacién.

A los jurados informante de la tesis
Dr. Jorge Luis Arroyo Acevedo
Dr. Yovani Martin Condorhuaméan Figueroa

Por los valiosos aportes y sugerencias

A los miembros de los Jurados Examinador y Calificador
Dr. Gerardo Gamarra Ballena
Dra. Nancy Mafalda Lozano Reyes
Dr. Jorge Luis Arroyo Acevedo
Dra. Luzmila Troncoso Corzo

Dr. Yovani Martiin Condorhuaman Figueroa

A las personas amigas que contribuyeron a la realizacion

de éste trabajo de investigacion



INDICE GENERAL

RESUMEN Pag.
ABSTRACT
CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1 Situacion problematica 1
1.2 Formulacién del problema 1
1.3 Justificacion teorica 2
1.4 Justificacion practica 3
1.5 Objetivos.
1.5.1 Objetivos especificos 3
CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de investigacion 4
2.2 Bases teoricas
2.2.1. Caracteristicas de la planta 6
2.2.2. Clasificacion taxonomica 7
2.2.3. Analisis quimico 7
2.2.4. Bioenergética mitocondrial 8
2.2.4.1 Control respiratorio 9
2.2.4.2. Fosforilacion oxidativa 9
2.2.4.3. Actividad de la citocromo oxidasa 10
CAPITULO Illl: METODOLOGIA
3.1 Material
3.1.1. Material biologico 12
3.1.2. Reactivos 12

3.1.3. Equipos de laboratorio 12



Pag.

3.2 Métodos
3.2.1. Investigacion fitoquimica
3.2.1.1 Recoleccion, estabilizaciéon y desecacion de la planta.
3.2.2.2 Preparacion del extracto acuoso.
3.2.3.3 Andlisis fitoquimico
3.2.4. Investigacion bioquimica:
3.2.4.1 Preparacion del homogenizado en higado
3.2.4.2 Aislamiento de las mitocondrias
3.2.4.3 Determinacién de la actividad respiratoria
3.2.4.4 Determinacion de la actividad de la enzima citocromo oxidasa
3.2.4.5 Determinacion de la actividad de la ATP sintasa.
3.2.4.6 Determinacion de la actividad de las transaminasas
CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Presentacion de resultados
4.2 Analisis, interpretacion y discusion de resultados.
CONCLUSIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

12
12
13
13
14
14
15
15
16
17
18

19
27
33
34
40



RESUMEN

Introduccion: La funcion de la cadena respiratoria es importante para la
homeostasis. Objetivos: Comprobar el efecto energético y hepatoprotector que
puede producir el extracto acuoso de Baccharis lanceolata H.B.K. en la cadena
respiratoria. Disefio: Experimental. Lugar: Facultades de Farmacia y Bioquimica,
Medicina - Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perd. Material
bioldgico: Ratas albinas, hojas de la planta. Intervenciones: En relacion al efecto
energético se ha evaluado la actividad respiratoria en mitocondria de higado de
rata a través del control respiratorio, actividad de la enzima ATPasa mediante
hidrélisis del ATP y actividad Citocromo oxidasa; hepatoproteccion en ratas
administrandoles el extracto via oral 14 mg/Kg. Las mitocondrias de higado fueron
obtenidas por centrifugacion diferencial a 4°C. Resultados: Actividad respiratoria
de los controles con los tratados fueron para el 1° mes 13.31 y 19.08, 2° mes
1455 y 21.18 y 3° mes 15.15 y 23.63 micromoles de O,/mg de proteina (p <
0.001). Actividad Citocromo oxidasa Control 0.333, tratados en el 1° mes 0.403, 2°
mes 0.547 y 3° mes 0.613 micromoles/g de proteina (p< 0.001). Actividad ATPasa:
Control 57.10, tratadas 1° mes 64.98, 2° mes 67.95 y 3° mes 69.50 micromoles de
P/mg de proteina (p < 0.001). GPT: Control 28.33 U/l, 1° mes 25.06 U/I, 2° mes
12.0 U/l'y 3° mes 30.5 U/l (p < 0.001). GOT: Control 35.83 U/l, 1° mes 25.61 U/l, 2°
mes 12.50 U/l y 3° mes 37.16 U/l (p < 0.001). Principales medidas de
resultados: Valores medios, Porcentajes de variacion. Conclusiones: Se ha
demostrado que el extracto acuoso aumenta la actividad del control respiratorio,
enzima ATPasa, enzima Citocromo c¢ oxidasa; siendo la hepatoproteccion
dependiente del tiempo.

Palabras clave: Mitocondrias, ATPasa, Citocromo c oxidasa, Control respiratorio
Transaminasas.



ABSTRACT

Introduction: The function of the respiratory chain is important for homeostasis.
Objectives: To test the energy and hepatoprotective effect which can produce the
aqueous extract of Baccharis lanceolata HBK in the respiratory chain. Design:
Experimental. Location: Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Medicine -
National University of San Marcos, Lima, Peru. Biological material: albino rats,
plant leaves. Interventions: In relation to the energy effect was evaluated
respiratory activity in rat liver mitochondria via the respiratory control enzyme
activity by hydrolysis of ATP ATPase and cytochrome oxidase activity ;
hepatoprotection extract in rats orally administering 14 mg / Kg Liver mitochondria
were obtained by differential centrifugation at 4°C . Results: Respiratory Activity of
controls were treated for 1 month 13.31 and 19.08, 14.55 and 2nd month 3rd
month 21.18 and 15.15 and 23.63 micromoles of O,/mg protein (p < 0.001).
Cytochrome Oxidase Activity Control 0.333 , treated 0.403 1 month , 2 months and
3 months 0.547 0.613 micromoles / g of protein ( p < 0.001 ) . ATPase activity:
Control 57.10, 64.98 treated 1 month, 2 months and 3 month 67.95 69.50
micromoles of P / mg of protein ( p < 0.001 ) . GPT: Control 28.33 U / I, 1 month
25.06 U /|, 2 months 12.0 U /| 3rd month 30.5U /1 ( p <0.001) . GOT: Control
35.83 U /1, 1 month 25.61 U /|, 2 months 12.50 U / | 3rd month 37.16 U /| (p <
0.001). Main outcome measures: Mean values , percentages of variation.
Conclusions: It has been shown that the aqueous extract increases the activity of
respiratory control ATPase enzyme, cytochrome c oxidase enzyme, with the
dependent time hepatoprotection .

Keywords: Mitochondria , ATPase , Cytochrome c oxidase , Respiratory control
Transaminases .



CAPITULOI: INTRODUCCION

1.1 Situacion problematica:

En las Ultimas décadas se ha demostrado la eficiencia terapéutica de muchas
preparaciones elaboradas a base de plantas medicinales, (Rodriguez Amado, et.al
2011), una de ellas podria ser Baccharis lanceolata H.B.K. de la familia
Asteraceas. Esta posee principios activos de fenoles y flavonoides, también
contienen taninos y alcaloides en menor proporcion (Whu, 1999) y a estos
componentes se les atribuyen efectos curativos sobre determinadas
enfermedades (Avalos, 2009; Virgili F, 2008). Diversos investigadores de muchos
paises y aun en el nuestro han desarrollado estudios sobre plantas medicinales
gue benefician a la salud de los pobladores que carecen de acceso a la medicina
convencional (Zampini 2005; Palacios, 1992; Jurupe et.al, 1995; Klinar et.al 1995).
Las plantas medicinales y frutos tropicales contienen moléculas derivadas de
polifenoles (Williamson, 2009), que poseen alta capacidad para neutralizar las
acciones nocivas que producen radicales libres sobre nuestro organismo, siendo
los mas representativos los flavonoides como la quercetina, la galangina, la
catequina y otros. (Bustos, 2010; Saura Calixto, et.al., 2010).

También la cadena respiratoria mitocondrial produce radicales superéxido
dismutasa (SOD) convirtiéndolas en peréxido de hidrogeno siendo menos dafiinos
para el organismo. (Bustos, 2010). Se han hecho estudios encontrandose en
Baccharis lanceolata H.B.K. que contiene flavonoides como flavonas y flavonoles
(Whu, 1999), a los cuales se les atribuyen efectos antiinflamatorios. También se
les ha determinado efectos hepatoprotectores, diuréticos y antirreumaticos (Whu,
1999; Kukliski, 2000).

1.2 Formulacion del problema :
¢ El extracto acuoso de las hojas de Baccharis lanceolata H.B.K. administrado por

via oral aumenta la actividad energética y la actividad de la ATPasa en higado de
rata?



1.3 Justificacién tedrica :

Los flavonoides constituyen un extenso grupo de compuestos fendlicos, por lo
general insolubles y ampliamente distribuidos entre las plantas. La estructura
basica de la flavona es una 1,4 benzopirona con restituciéon del grupo fenilo en
posicion 2. Las oxidaciones en el grupo hidroxilo permiten que los flavonoides
naturales se combinen con azlcares para formar glucidos. También pueden
formar quelatos con metales, tienen efecto antioxidante evitando los dafios por
formacion de radicales libres, sobre todo en entrenamientos de calidad (Broks, et
al., 1985).

El desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, es decir, la disociacién entre la
respiracion mitocondrial y la sintesis de ATP, puede hacer disminuir la formacion
de O2 -- en la mitocondria de manera considerable. Se ha demostrado que bajas
dosis de desacoplantes incrementan de manera sistematica la tasa respiratoria in
vivo y previene el dafio oxidativo en las biomoléculas. Al incrementar el consumo
de O2 aumenta el transporte de electrones y se previene la formacion de ROS
porque decrece la tension de O, en la mitocondria. Otro efecto derivado del
aumento del transporte de electrones es que se favorecen los niveles de oxidacion
de los intermediarios de la cadena respiratoria, o que evita que se ceda electrones
al oxigeno molecular (Barja G, 1999).

Debido al fuerte caracter reductor del ambiente intramitocondrial, diversos
componentes de la cadena respiratoria, entre los que se incluyen flavoproteinas,
centros sulfoférricos y la ubisemiquinona, son termodinamicamente capaces de
transferir un electrén al oxigeno. Ademas hay que tener en cuenta que la mayoria
de los pasos de la cadena respiratoria son reacciones en las que se implica a un
solo electron (Bartosz G, 2009). Hay que sefalar que existen mecanismos
disipadores de energia estan también regulados por las condiciones metabdlicas,
de manera que el metabolismo energético mitocondrial y el estado rédox celular
estan intimamente relacionados, como podrian hacerlo los compuestos fendlicos.
Mientras que el incremento de la tasa respiratoria mitocondrial previene la
formacion de ROS, las condiciones patoldgicas que inducen un flujo de electrones
mas lento se acompafian de un incremento en los niveles de ROS de origen
mitocondrial (Kowaltowski et al., 2009).



Se han hecho estudios encontrandose en Baccharis lanceolata H.B.K. que
contiene flavonoides como flavonas y flavonoles (Whu, 1999), a los cuales se les
atribuyen efectos antiinflamatorios. También se les ha determinado efectos
hepatoprotectores, diuréticos y antirreumaticos (Whu, 1999; Kukliski, 2000).

1.4 Justificacién préctica:

Con la presente investigacion se amplia el conocimiento sobre Baccharis
lanceolata H.B.K. para contribuir a un mejor uso de ésta especie, dado que
frecuentemente es empleada por los pobladores de escasos recursos econémicos
para varias dolencias, siendo la principal como protector hepatico. Al haberse
realizado el estudio en higado de Rattus novergicus albinus se comprueba que
una solucion acuosa de hojas de Baccharis lanceolata H.B.K. por contener
compuestos fendlicos es productor energético en la cadena respiratoria
mitocondrial, por lo que corrobora su uso como hepatoprotector.

1.5 Objetivos :

Demostrar que el extracto acuoso de hojas de Baccharis lanceolata H.B.K.
“chilca”, contribuyan a la formacion de enlaces altamente energéticos (ATP) y
actie como hepatoprotector para dar la seguridad de que no actie como un
toxico.

1.5.1 Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad energética (micromoles de P/mg de proteina) a traves
del control respiratorio y P: O en mitocondrias de higado de ratas normales.

2. Determinar el nivel de ATPasa (micromoles de P/mg de proteina) por
hidrolisis del ATP en la mitocondria de higado de rata normal.

3. Observar la actividad de la Citocromo oxidasa en la mitocondria de higado
de rata normal.

4. Evaluar la seguridad hepatica del extracto acuoso de Baccharis lanceolata
H.B.K. “chilca”, estableciendo los niveles séricos de transaminasas
plasmatica: GPT (U/l) y GOT (U/ l) en ratas normales.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de investigacion:

Investigacion Nacional:

Estudios de actividad bioldgica:

1. Mecanismo de Transformacion Energética a nivel mitocondrial (Oyola, L. 1917).
Se ha estudiado algunos aspectos de la velocidad del proceso de
transformacion energética que tiene lugar durante la fosforilacion del ADP a
nivel mitocondrial, tanto en higado como corazén de cobayo nativos del nivel
del mar. Se encontré que existe una relacién directa entre la velocidad de
reaccion y concentracion de proteina y que influye sobre el Km para el ADP a la
concentracion de 4 mg/ml y por encima de ésta la velocidad méaxima disminuye.
Se ha demostrado la influencia de la presion de oxigeno sobre la velocidad
maxima de fosforilacion oxidativa disminuye bajo los efectos de la presion de
oxigeno. En cambio, los valores de Km para el ADP en funcion de la
concentracion de oxigeno no se modifican. El tipo de sustrato (A) oxidado,
origen tisular de las mitocondrias influyen sobre la velocidad respiratoria
(Estado 3y 4) y sobre el KM para el ADP.

2. Extracto etandlico de Baccharis genistelloides (carqueja) sobre el cancer de
colon inducido con 1,2-dimetilhidracina en ratas. (Justil, H.,et al 2010). Han
encontrado que en ratas, el extracto etandlico de Baccharis genistelloides tiene
efecto quimio protector sobre el cancer de colon inducido con 1,2-

dimetilhidrazina.

3. Estudio fitoquimico y actividad biolégica de Baccharis lanceolata (Whu, 1999).
Donde la fraccibn metandlica — Il por reacciones fisico-quimicas vy
espectroscopia UV-V se determinaron 2 flavonas y un flavonol, ademas rutina
y quercetina. Farmacologicamente se demostro el efecto antiinflamatorio
probablemente debido a la presencia de flavonoides, el efecto diurético y

cicatrizante por el contenido de taninos catéquicos, fenoles y alcaloides.



4. La actividad energética ha sido estudiada en Piper callosum R y P “huayusa”.
( Burgos, Dorregaray y rodriguez,1996 ). Piper callosum R y P “ huayusa “ es
una planta nativa de la selva (Juanjui), usada por los habitantes de la zona
como antirreumatico y estimulante. Se le hizo estudios bioquimicos a nivel
mitocondrial, los ensayos fueron realizados en ratas a las cuales se les
administré extractos de la planta a diferentes dosis y determinaron la actividad
de la ATPasa, observandose un aumento de la actividad. Se han hecho
evaluaciones de la actividad de 3 extractos de la planta Baccharis latifolia
(acuoso, metandlico, diclorometano) en la produccién de especies reactivas de

oxigeno (ROS), relacionados al estrés oxidativo (Abad M, Bessa A. et. al. 2006).

5. Actividad de ATPasa en corazén de cobayos de altura. (Oyola,L. 2004).
Compara la actividad de la ATPasa, la relaciéon de ADP:O vy el control repiratorio
en mitocondria de corazon de cobayos a nivel del mar y altura. Los resultados
sugieren que los cobayos de altura han desarrollado la habilidad de realizar la
fosforilacién oxidativa en forma mas eficiente, y el ligero incremento observado
en la actividad de la ATPasa indica que tal vez se realizan pequefios ajustes

para mantener el equilibrio dentro del medio ambiente mitocondrial.

6. Accion de la complamina sobre la ATPasa mitocondrial en higado de cobayo.
(Tapia, B. 1996). Estudios de la accién de la complamina que es un vaso
dilatador periferico sobre la actividad de la enzima ATPasa mitocondrial se
concluyo:

- Utilizando la diferencia critica de Dunnet para la actividad especifica de
ATPasa y actividad total no se obtuvo diferencia significativa entre los
tratados y el control.

- Al no ser afectada la integridad de la membrana mitocondrial, la
complamina puede ser utilizada como un medicamento energetizante para

los problemas de hipoxia.



Investigacion Internacional

Estudios de actividad bioldgica:

1. Potencialidades fitoterapéuticas de dos Especies de Baccharis De la Puna de
Atacama-Argentina. (Zampini, 1., 2005). Las especies de estudios fueron
Baccharis incarum y Baccharis boliviensis que crecen en zonas de 3800 metros
sobre el nivel del mar. Los pobladores usan ambas especies como protector
gastrico y hepético. Los resultados demuestran el potencial antioxidante y
antimicrobiano de las especies estudiadas y justificarian su utilizacién en la
conservacion de alimentos, productos cosméticos y farmaceéuticos evitando las
reacciones oxidativas como asi también su uso en medicina como antibiotico de
amplio espectro y en la prevencion de enfermedades degenerativas cronicas
(cancer, enfermedades autoinmunes, cardiovasculares y neurodegenerativas) y

en los procesos de envejecimiento.

2. Evaluation of the inhibity activities of aceraceous plants on fatty acid syntase.
(Zzhao, WH., et al. 2007). La sintasa de acidos grasos (FAS), es una enzima
lipogénica que participa muy significativamente en el metabolismo energético y
se ha reportado como un potencial especifico para el tratamiento de cancer.
Tres extractos de Aceraceas fueron seleccionados y son muy eficientes
inhibidores de la enzima FAS a dosis de 0.41 microgramos/ml y presentaron
una inhibicion (50%) frente al crecimiento de 5 tipos de células cancerigenas,
las cuales pueden estar relacionados a la inhibicion de la lipogénesis de esas

células.

2.2. Bases teoricas:

Caracteristicas de la planta:

Baccharis lanceolata H.B.K. “chilca” es una planta que pertenece a la Familia
Astereceae y del género Baccharis. El género Baccharis se encuentra distribuido
en América del Sur y diseminado por todo el Perd; crecen principalmente cerca de
los rios, sobre arena y guijarros. Baccharis lanceolata H.B.K. “chilca” es un arbusto

de 1 a 1.5 metros de alto, de tallo muy ramificado y densamente folioso. Sus hojas



son simples, subsésiles, disposicion alternas, de forma ovalado-espatulado, con
dientes marginales hasta el apice de un color verde intenso y brillante. (Whu,
1999).

La planta contiene metabolitos secundarios que se producen a través de la
fotosintesis por la via de acido shikimico a partir de 3 y 4 carbonos como es el ac.
Fosfoenolpiruvico (PEP) y la eritrosa — 4 — P. (E4P) por una condensacion de tipo

alddlica produciendo un compuesto de Cy ( Pefa, A.)

Clasificacién taxonémica:
Taxon6micamente ha sido identificada en el Museo de Ciencias Naturales de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Lima).

DIVISION: ANGIOSPERMAS
CLASE: DICOTILEDONEAS
SUBCLASE: SYMPETALAS
ORDEN: CAMPANULADAS
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Baccharis
ESPECIE: Baccharis lanceolata H.B.K.
Nombre vulgar: “chilca”

Analisis quimico:

En los estudios fitoquimicos se han encontrado en las hojas de Baccharis
lanceolata “chilca” que contiene fenoles, flavonoides, taninos y alcaloides, en
mayor proporcion los flavonoides.

Espectrofotométricamente  haciendo un andlisis de caracterizacibn se
determinaron 2 flavonas (5,3 -di hidroxi-7,4—di-0-metil-6,8-di-C-glicésido flavona;
7-0-glicésido-5,4"-di-hidroxi-6,8-di-o-metil flavona) y un flavonol (5, 7, 3, 4’-

tetrahidroxi-3-o-ramnoglucosyl flavonol. (Whu, 1999).



Usos de la especie en estudio:

Los pobladores la usa como droga cruda con propiedades antirreumatica,
antiinflamatoria, analgésica y diurética (Klinar y col. 1995).

Las hojas limpias pueden ser aplicadas directamente sobre las heridas 0
afecciones en la piel. Las hojas soasadas se aplican sobre los sitios de fracturas
Oseas para desinflamar y ayudar a la consolidacion. (Editor, Garcia Idrobo
et.al,1988). Las hojas aplicadas en forma de cataplasma se usan para calmar los
dolores reumaticos y de cintura. (Editor, 1988; Garcia, 1992). Estas especies
contienen flavonoides a los que se les atribuye propiedades farmacologicas como
protectoras de la pared vascular, venoténicos, antioxidantes, antiespasmadicos,
hepatoprotectores, antihemorragico, antibacteriano y antivirales. (Kukliski C. 2000;
Robak J,Grygleiwski R. 1996). También contienen alcaloides cuya accion
farmacol6gica son antitumorales, estimulantes, hipotensora, antibacterial,
antiinflamatoria. (Look, O. 1988).

Bioenergética mitocondrial:

Las mitocondrias son organelas intra citoplasmaticas encargadas del metabolismo
energético celular. El ADN mitocondrial fue identificado por primera vez en 1960 y
descrito como una estructura de doble hebra circular, constituida por 16,569 pares
de bases. La importancia del genoma mitocondrial radica en que él mismo codifica
13 polipéptidos involucrados en la cadena de transporte de electrones, 2 acido
ribonucleicos (ARNS) ribosomal y 22 ARNs de transferencia necesarios para el
funcionamiento normal de la célula. El resto de las proteinas de la cadena
respiratoria se producen en el nucleo. El genoma nuclear a su vez codifica
traslocasas que son componentes de la maquinaria de transporte proteico
mitocondrial asi como también factores esenciales para la transcripcion,
traduccién y replicacion del ADN mitocondrial (Hamana, 2002).

Las mitocondrias son las organelas celulares encargadas de la obtencion de la
energia necesaria para las correctas funciones celulares. En ellas el piruvato y los
acidos grasos obtenidos a partir de las sustancias dietéticas pasan por el ciclo de

Krebs y posteriormente por el proceso denominado fosforilacién mitocondrial



oxidativo para obtener ATP principal molécula energética del cuerpo. (Rodriguez-
Enriquez 2005 , Monge, 2009).

Para evaluar la actividad mitocondrial se consideran:

1.- Control respiratorio:

En 1940 E.Kenmdy y Lehninger descubrieron que las mitocondrias contenian el
sistema respiratorio, las enzimas del ciclo del &cido citrico y la oxidacion de los
acidos grasos. (La Padula 2010 , Rasmusson, A. 2008).

En condiciones fisiologicas, el transporte de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial estd acoplado a la fosforilacién de ATP. Los electrones pueden fluir
solo si el ADP es simultaneamente fosforilado a ATP. Asi el consumo de oxigeno
mitocondrial esta regulado por el aporte de NADH, ADP y Pi. (Oyola 2004)

La regulacion de la velocidad de fosforilacion oxidativa por los niveles de ADP se
denomina Control respiratorio y esto viene a ser la relacién entre la respiracién en
el estado 3 y el estado 4. (Boveris ,1988, Spach, P. 1987 ).

Otro indice para evaluar la actividad mitocondrial es la relaciéon P: O, es decir la
relacion entre el fosforo incorporado al ATP y el oxigeno consumido al oxidar el
sustrato.( Martinez, F. 1993).

Tanto el control respiratorio y la relacion P: O expresan el grado de acoplamiento
entre los procesos de oxidacion y fosforilacion. (Gonzales-Calvar 2004).

2.- Fosforilacién oxidativa:

Las mitocondrias constituyen las organelas claves en la producciéon de ATP celular
y son las encargadas de aportar la energia necesaria para la funcion celular.
(Ruelas. 1985).

La Fosforilacion oxidativa, estd compuesto de cinco complejos enziméaticos
multipolipeptidicos, localizados en la membrana mitocondrial interna. La energia
liberada por éstos complejos proteicos es utilizada para bombear protones desde
la matriz mitocondrial a través de la membrana interna al espacio intermembrana y

el gradiente electroquimico resultante sirve como fuente de energia potencial para



el complejo V adenosintrifosfato (ATP sintetasa), el cual se encarga de la sintesis
de ATP a partir de adenosindifosfato (ADP) y fosforo inorganico (Pi). ( Minauro,
2005).

Complejo I: NADH: Ubiquinona oxidoreductasa

Complejo II: Succinato:Ubiquinona oxidoreductasa

Complejo Ill: Ubiquininona: citocromo ¢ oxidasa.

Complejo 1V: Citocromo ¢ oxidasa

Complejo V: ATP sintetasa,PDH: Piruvato Deshidrigenasa

De ésta manera, la generacién de ATP por la célula, es controlada tanto por el
ADN mitocondrial como el ADN nuclear. A su vez, la energia mitocondrial depende
de factores genéticos que modulan la funcién normal de la mitocondria incluyendo
la actividad enzimética, disponibilidad del cofactor y/o factores ambientales tales
como la incorporacion al organismo de azucares, grasas, proteinas y oxigeno.
(Hamana 2002).

Las mitocondrias mediante la utilizacibn del oxigeno molecular (O;), permite
obtener una gran cantidad de energia. Sin embargo, éste aumento en la eficiencia
energética tiene su lado negativo. La molécula de oxigeno tiene una gran avidez
por los electrones y durante todo el proceso mitocondrial, genera radicales libres
de oxigeno (ROS) que provocan dafios en diversas estructuras Yy funciones

celulares, empezando por la propia mitocondria.

3.- Actividad de la Citocromo oxidasa.

Los citocromos son proteinas que poseen un grupo prostético hemo. Durante el
transporte de electrones, el atomo de hierro de los citocromos alterna entre un
estado reducido ferroso (+2) y un oxidado férrico (+3). El grupo hemo transfiere un
solo electréon, la coenzima Q reducida debe transferir sus 2 electrones a 2
moléculas de citocromo b. (Melo, V et al 2004).
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Los potenciales redox de los citocromos aumentan secuencialmente. Los
electrones son transferidos al citocromo a y luego al citocromo a3 que contiene
cobre y que son los miembros terminales de la cadena respiratoria y existen como
complejo, integrando la citocromo oxidasa. Este &tomo de cobre alterna entre la
forma oxidada (+2) y la reducida (+1) a medida que transfiere los electrones del
citocromo a3 hasta el oxigeno molecular. La enzima citocromo oxidasa de la
cadena respiratoria cataliza la oxidacion del citocromo c. (La Padula 2010).
El metabolismo humano produce en forma intrinseca ROS. Incluso cuando la
mitocondria funciona en forma optima bajo las condiciones mas favorables, un 5%
del oxigeno que utiliza se convierte en ROS (Pasdois,P et al. 2011 ). Ha sido
demostrado que la exposicidon prolongada a los radicales libres puede dar lugar a
dafio oxidativo de las proteinas celulares y mitocondriales, lipidos y acido
nucleicos. A corto plazo, los ROS pueden inactivar los centros hierro-sulfuro de los
complejos LIl y 1l de la Cadena de trasporte de electrones y la aconitasa del ciclo
del acido tricarboxilico con la posterior caida del metabolismo energético

mitocondrial. (Hamana 2002).

Los organismos disponen de sistemas antioxidantes de defensa, los cuales no son
100% eficientes y las células acumulan dafios en forma progresiva, especialmente
las propias mitocondrias. Este dafio acumulativo provoca una pérdida progresiva
de eficiencia de los procesos fisiologicos, incluyendo una menor capacidad de
separacion del dafio producido. En la mitocondria éste dafio hace que tenga mas
dificultades para el manejo de los electrones liberados, con una pérdida de
integridad funcional que por un lado disminuye la capacidad de produccion de
energia (disminuyendo su capacidad de regeneracion) y por otro incrementa la

fuga de electrones (que a su vez incrementa el dafio oxidativo). (Ko, Kam et al).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 MATERIALES:

3.1.1. Material Biolégico
1. Hojas secas de Baccharis lanceolata “chilca”

2. Animales de experimentacion:

Se empled cepas de ratas albinas Rattus norvegicus albinus.

w
=
N

© © N o g W DN PG

. Reactivos:
Sucrosa0.1M Q.P. Merck

Fosfato buffer 0.1 M, pH 7.4

Solucion de malato 0.1 M, pH 7.4 Q.P Sigma Chemical
Solucién de succinato 0.1 M, pH 7.4 Q.P Sigma Chemical
Solucién de ADP 0.1 M Q.P Sigma Chemical

ATP asa, Q.P  Sigma Chemical

Kit de Citocromo c oxidasa, Sigma Chemical.

KCI 0.075 M Q.P Merck

EDTA 0.001 M Q.P Merck

10. ATP 0.002 M Q.P Sigma Chemical.

11. Kit de Adenosine 5°- triphosphate (ATP asa), Sigma Chemical.

3.1.3. Equipos de laboratorio:
1. Espectrofotometro UV/ Vis Hewlett-Packard

2. Centrifuga refrigerada International tipo RC 2-B

3. Oximetro con electrodo de oxigeno Polarographic Clark Schnaitman
3.2.- METODOS:
3.2.1.- Investigacion fitoquimica

3.2.1.1.- Recoleccion, estabilizacion y desecacion de la planta:

Se recolectaron las hojas en las chacras de Huarmey, que se encuentra a nivel del

mar en el Departamento de Ancash, época de floracion en julio del 2011. Se
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lavaron, limpiaron y se dejaron desecar a la sombra. Luego fueron trituradas y
guardados en un frasco de color ambar para su posterior utilizacion.
3.2.2.2: Preparacion del extracto acuoso:

Se pesaron 100 g de hoja seca trituradas, se pusieron en infusion, se filtro y se
deseco en refrigeracion a 5°C por 5 dias y se obtuvo un residuo seco de color

verde oscuro con un rendimiento del extracto acuoso de 70%.

DIAGRAMA DE FLUJO

Ubicacién-Recoleccion

en fase de floracion

ll

Estabilizaciéon — Secado

ll

Molienda

ll

Extraccion

ll

Infusion acuosa

3.2.3. Analisis fitoquimico:
Andlisis fitoquimico preliminar de acuerdo a la metodologia de Olga Look (1994).

Se determind con diferentes reactivos los metabolitos secundarios como fenoles,

flavonoides, taninos y alcaloides.
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Tabla 1. Ensayo fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de Baccharis
lanceolata (chilca).

REACCIONES METABOLITOS CANTIDAD DE
SECUNDARIOS COMPONENTES
Cloruro férrico Fenoles + +
Shinoda Flavonoides +++
Reactivo de gelatina Taninos + +
Reaccion de Dragendorff Alcaloides + +

++ (Regular cantidad); +++ (Bastante cantidad)

3.2.4. Investigacion Bioquimica:

Se trabajaron con 36 ratas Rattus norvegicus albinus, formando 6 grupos al azar
de seis animales cada uno, un grupo recibié el solvente agua, los otros grupos
recibieron la infusién de chilca en dosis de 14 mg/kg por via oral a 30, 60 y 90
dias respectivamente. Cumplidos los tiempos cada grupo se les fue sacrificando y
extrayendo el higado y se colocaron en un recipiente que contiene una solucién
de Sucrosa 0.25 M a 0°C, luego se procesaron los homogenizados por

centrifugacion diferencial para la obtencion de las mitocondrias.

3.2.5. Preparacion del homogenizado en higado:

Para la preparacion de las mitocondrias, se us6 el método descrito por el método

de Schneider modificado, Oyola, 1957.

Extraido el higado de las ratas, se coloca inmediatamente en solucidén de sucrosa

0.25 M a 0°C. Se pesa el total del higado, se le afiade 5 veces su peso de sucrosa

helada 0.25 M.

Se tritura y luego se coloca en los homogenizadores de Potter Eveljhem,

procediéndose al homogenizado el cual es sumergido en un bafio de hielo durante
14



el procedimiento, evitdndose velocidades excesivas para no fraccionar las

mitocondrias.

3.2.6. Aislamiento de las mitocondrias:

El homogenizado se distribuye en tubos de celulosa, es centrifugado a 600 x g por
10 minutos, la fraccién sobrenadante se decanta y se guarda. El residuo contiene
células, fragmentos de tejidos y algunas mitocondrias, se lava con la mitad de
volumen de sucrosa, se homogeniza y se centrifuga a 600 x g por 10 minutos; la

fraccion sobrenadante se combina con la anterior y el residuo se desecha.

Los sobrenadantes se vuelven a centrifugar a 8,700 x g durante 10 minutos, el
sobrenadante se desecha y el residuo es resuspendido con sucrosa con la tercera
parte de volumen original de sucrosa y se centrifuga a 12,100 x g por 10 minutos,
se decanta y se resuspende el residuo con sucrosa, se centrifuga a 16,000 x g por
10 minutos, se anota el volumen final (Oyola,HL. 1971 ) y se procede a determinar
el contenido de proteinas y realizar las determinaciones polarograficas.

Se determind las proteinas en la suspension por el método de Biuret

Weichselbaun usando como patrén de referencia el Laptrol. (Oyola ,HL. 1966).

3.2.7. Determinacion de la actividad respiratoria:

Obtenidas las mitocondrias de higado se le hicieron los registros polarograficos
para determinar la pureza e integridad de las mismas (Ochoa Severo, 1955), con
un polarégrafo que tiene un electrodo de oxigeno Clark conectado a un
espectrofotometro Hewlett-Packard y unido a un recorder Sargent Welch de
doble canal SKG.(Método de Tyler, 1967, Camara ,Y. 2005 ).

Los cambios en la velocidad del exceso de consumo de oxigeno/ min y mg de
proteina se determiné afadiendo a determinada concentracion ADP al medio de
fosforilacién, lo cual provoca un rapido aumento en el consumo de oxigeno.
(Oyola, L. 2004)
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Medio de fosforilacion:

¢ Buffer fosfato 01 M 4.5 mM pH 7.4
e Cloruro de potasio 80 mM
e Cloruro de Magnesio 10 mM

Se le afladi6 a la mezcla fosforilativa:

e Succinato, malato 0.1 M 10 mM pH 7.4

e Mitocondria 0.1 ml de suspensién en sucrosa isotonica
gue contiene 5 mg de proteina mitocondrial .

e ADP 0.1 M 30 n moles/ ml

Volumen final 3ml

Se trabajé a una temperatura de 25 °C.

La concentracion de oxigeno en el medio reactivo se midié con el manémetro de
Van Slyke.

3.2.8. Determinacion de la actividad de la enzima Citocromo ¢ Oxidasa

La absorcion del citocromo ¢ a 550 nm cambia con el estado oxidado. El citocromo
c es reducido con ditiotreitol y luego es reoxidado por la citocromo oxidasa. Esta
enzima de la cadena respiratoria cataliza la oxidacion de la citocromo c, segun la
reaccion:

Citocromo ¢ (Fe?") + 2H" + % O, — Citocromo ¢ (Fe**) + H,0

Se midi6 la actividad de la enzima Citocromo c oxidasa por el método de Storrie y
Madden, 1990.

Procedimiento:

0.95 mL de buffer de ensayo

0.04 mL de enzima diluida (0.05 mg de proteina / 1 mL)
0.05 mL de solucion de sustrato ferrocitocromo c

0.06 ml de buffer de dilucion de enzima

Volumen total 1.1 mL
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Temperatura 25 °C

Lectura a 550 nm por minuto
La diferencia del coeficiente de extincion entre el citocromo reducido y oxidado es
21.48 (Berry, 1987).

Célculos: DA/min x dilucion x 1.1
Unidades/mL = -------mmmmmmmmmmmm oo
(vol. de enzima) x 21.84

Una unidad oxidaria 1.0 micromoles de ferrocitocromo ¢ por minuto

3.2.9. Determinacioén de la actividad de la ATP sintasa:

Se usé el método de Pullman modificado por R.W.Egan, 1960, para la
determinacion de la hidrolisis del ATP.

La medida de la actividad especifica esta basada en que la ATPasa cataliza la
hidrélisis de ATP a ADP y Pi en presencia de Mg*. El fosfoenol piruvato en
presencia de la Piruvato quinasa pasa a piruvato con liberacién de agua y ATP.
Luego se le adicioné la enzima LDH, que cataliza el paso de piruvato a lactato y la
disminucion de la NADH se midio a 340 nm.

Reaccion del ensayo:
ATPasa
ATP + H,O _ ADP + Pi

PK
Pi + ADP +PEP =——— Piruvato + ATP + H,0

LDH
Piruvato + NADH ———= lactato + NAD"
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Procedimiento:

e Solucién Tris-Acetato buffer pH 7.4 50 micro moles

e PEP 0.02M 2 micro moles

e NADH 1.53 M 0.2 micro moles

e LDH 13  micro gramos

e PK 32  micro gramos

o ATP 0.1 M pH 7.4 2 micro moles

e Proteinas mitocondriales 0.94 mL (0.04 mg de proteina / ml)
e Volumen total 2.00 mL

Temperatura 25 °C
Leer a 340 nm

Calculos:
(A/min) (Volumen total en cubeta) x 1 x 13 moles NADH oxidado

(mg de proteina en cubeta) x 6.22 min / mg de proteina

3.2.10 Determinacion de la actividad de la transaminasa glutamico piravica:
Método de Reitman y Frankel (1957).

GPT

Piruvato + Glutamato

L-Ala + a-Cetoglutarato

El Piruvato u Oxaloacetato formado reacciona con la 24-
dinitrofenilhidrazina, generando en medio alcalino una hidrazona
coloreada que absorbe a 505 nm.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Presentacion de resultados.

Tabla 1. CONTROL ACTIVIDAD RESPIRATORIA

Control Media Error Estandar Desv,|a0|on Ne°
Estandar

1° mes 13,31 0,409 1,83 20

2° mes 14,55 0,499 2,23 20

3° mes 15,15 0,446 1,99 20

En el cuadro de Control de actividad respiratoria se observa que los valores
medios se incrementan ligeramente a medida que pasan los meses.

Tabla 2. CONTROL ACTIVIDAD RESPIRATORIA. COMPARACIONES
MULTIPLES
Dif ] Intervalo de
Irerencia confianza 95 %
(I) meses (J) de medias Er,ror Sig. — - _0
meses (1-) Estandar Limite Limite
inferior superior
1°mes 2°mes -1.25 0.6403 0.136 -2.79 0.3
HTSulie(i/e 3°mes -1.85 0.6403 0.015 -3.39 -0.3
2°mes 3°mes -0.6 0.6403 0.619 -2.14 0.94

Variable dependiente Solo hay una diferencia significativa entre las medias de
Actividad respiratoria entre  1° mes y 3° mes, con un p=0.015
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Figura 1. Control. Valores medios de actividad respiratoria

Tabla 3. Baccharis lanceolata H.B.K. “chilca”. ACTIVIDAD RESPIRATORIA.

DESCRIPTIVOS

N Media Desv,lamon Error Estandar
Estandar
1° mes 20 19,08 1,08 241
2° mes 20 21,08 1,28 286
3°mes 20 23,63 1,7 380

Con relacién a la Actividad respiratoria tratados con extracto acuoso de Baccharis
lanceolata H.B.K. “chilca”, se observa que a medida que pasan los meses se van
incrementando los valores medios. Si se comparan los grupos se encontré que las
diferencias de medias de la actividad respiratoria son significativas.
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Figura 2. Chilca. Valores medios de Actividad respiratoria

Tabla 4. Actividad respiratoria, estadistica descriptiva.

Grupo N Media Desviacion std Error std

1° Mes

Control 20 13.31 1.83 409

Chilca 20 19.08 1.08 241
2° Mes

Control 20 14.55 2.23 499

Chilca 20 21.18 1.28 .286
3° Mes

Control 20 15.15 1.99 446

Chilca 20 23.63 1.70 .380

Al hacer las comparaciones de los valores medios de la Actividad respiratoria de
los controles con los tratados con extracto de chilca, se encontré que las tres

diferencias son significativas con un p < 0.001.

21



15.0—

Microatomos de oxigeno/mg proteina

12.5

200 = = == === == = = = =_zea"

-
4-’.

-
-
-
-
-

-

-
-
-
-

N

N

&)}
|
1
1
1
]
]
1
]
]
1
]
]
1
]
]
]
]
1
]
]
1
]
]
1
]
]
1
1
]
[
]
]
1
]
1
]
]
1
]
]
1
]
]
1

L T R T I

— Control
----- Chilca

Figura 3. Valores medios de Actividad respiratoria
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Tabla 5. Actividad Respiratoria. Comparacion de medias Chilca vs Control

Prueba de
Levene para Prueba de T para la igualdad de medias
igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia Error Inferior Superior
(bilateral) de medias std IC95% 1C95%
1°Mes
Se 2530 120 -12.141 38 .000 -5.77 475 -6.73 -4.81
asume
varianzas
iguales
2°Mes
No se 5362  .026 -11.538 30.26 .000 -6.63 575 -7.80 -5.46
asume
varianzas
iguales
3°Mes
Se 554 461 -14.463 38 .000 -8.48 586 -9.66 -7.29
asume
varianzas
iguales
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Tabla 6. Estadistica descriptiva de los datos obtenidos al evaluar la citocromo
oxidasa

Media Error Estandar Desv,|a0|on Ne

Estandar
Control 0,333 0,08 0,038 20
1° Mes 0,403 0,005 0,022 20
2° Mes 0,547 0,026 0,117 20
3° Mes 0,613 0,023 0,102 20

Referente a la Citocromo oxidasa, se observa que los valores de las medias se
incrementan del 1° al 3° mes con respecto al control.

0.6

o
4
1

micromoles/g proteina

o
IS
1

0.3

T T T T
Control ler mes 2° mes 3° mes

Figura 4. Valores medios de Citocromo Oxidasa
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Tabla 7.

Comparaciones multiples al evaluar la citocromo oxidasa

Diferencia Intervalo de confianza al
de medias Error 95%
(Dgru (Ngru (1-J) std Sig. Limite Limite
inferior superior
1°mes Control .070* .025 .021 .009 131
2°mes Control 213* .025 .000 152 274
3°mes Control 279* .025 .000 218 .340

*, La diferencia de medias es significativa al nivel .05. Respectivamente: p=0.021;

p< .001

a. Las pruebas de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos
los demas grupos
Si hacemos comparaciones de los grupos Control de la actividad Citocromo
Oxidasa con relacion a los meses se observa que las diferencias de medias es
significativa al nivel de p= 0.05, para el 1° mes presenta una significancia de p=
0.021, 2°mesconunp<0.001yel3°mesconun p <0.001.

Tabla 8. Estadistica descriptiva al evaluar efecto sobre la enzima ATP asa

Desviacion

1 A (o]

Media Error Estandar Estandar N

Control 57,1 0,67 2,99 20
1° Mes 64,98 0,71 3,17 20
2° Mes 67,95 0,71 3,15 20
3° Mes 69,5 0,76 3,41 20

Comparando los grupos tratados con sus respectivos grupos controles se encontré
que todas las diferencias de medias con relacién al control son significativas con
un p <0.001.
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Tabla 9. Comparaciones multiples de datos de ATPasa

Intervalo de confianza al

Diferencia Error Sig. 95%
de std Limite Limite
(Dgru  (J)gru medias inferior superior
(I-J)
tde 1°mes Control .070* 025 .021 .009 131
Dunnett 2°mes Control 213* .025 .000 152 274
(bilateral®)3°mes Control 279* .025 .000 218 .340

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos
los demas grupos.
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Tabla 10. Nivel de transaminasas hepaticas

ENZIMAS TRANSAMINASAS

Control 1° Mes 2° Mes 3° Mes
Media Desv. Media Desv. Media Desv. Media Desv. Significancia
std std std std
GPT 2833 7.20 25.06 8.16 12 276 305 4.28 0.001
GOT 3583 382 2561 9.79 125 122 37.16 8.06 0.001

GPT: Alanina amino transferasa, GOT: Aspartato amino transferasa

Se puede observar que los valores medios de Alanina aminotransferasa (GPT)
van disminuyendo del 1° mes al 2° mes y al 3° mes aumenta. Igualmente sucede
con los valores medios de la enzima Aspartato aminotransferasa (GOT) con
respecto a los controles. (SD, desviacion standard) Presentando una significancia
conun p=0.001.

40 ®mControl solvente 4 mLkg W Bacharis lanceolata p<0,001

35
30
25
20
| I I I I
10
:t I
..'

Primer mes Segundo mes Tercer mes

Figura 10. Nivel de GTP en homogenizado de higado de ratas que recibieron

Bacharis lanceolata.
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Figura 11. Nivel de GOP en homogenizado de higado de ratas que recibieron
Bacharis lanceolata.

4.2 Analisis, interpretacion y discusion de resultados

En el presente trabajo de investigacion se ha demostrado que el extracto acuoso
de las hojas de Baccharis lanceolata H.B.K “chilca” podrian presentar actividad
energética y hepato — protectora. El estudio ha sido realizado utilizando dosis de

14 mg/kg, la misma que fue obtenida al efectuar ensayos previos.

En el estudio se enfrento6 el extracto total de chilca con las mitocondrias de higado
de rata, se encontré que la actividad respiratoria del grupo control presenta un
aumento gradual y es significativo entre el 1° mes y 3° mes con un p = 0.015
(tabla 1, 2; figura 1) posiblemente porque los flavonoides presentes en Baccharis
lanceolata H.B.K “chilca” permiten un acoplamiento mas eficiente entre la
fosforilacion oxidativa con el transporte de electrones por suministro de ADP para
la formacion de enlaces altamente energético como ATP, que requieren las células
para realizar sus funciones metabdlicas, porque los flavonoides tienen la facilidad

de transferir sus electrones a la cadena respiratoria ( Robak, 1996 ).
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Una forma de adquirir estas fuentes energéticas es a través de los alimentos que
son proporcionados por las plantas a través de la fotosintesis formando enlaces
altamente energético que se almacenan en los tilacoides que funcionan muy
similar a las mitocondrias y que en el proceso de la fosforilacion oxidativa, la
ATPasa que es un componente de membrana del cloroplasto, estd formado por
un anillo multimérico y un tallo que entra en una estructura hexamera de cabeza.
El anillo gira cuando los protones atraviesan la membrana y se sintetiza ATP a
partir de ADP + Pi por un mecanismo de cambio de enlace. Estos enlaces
altamente energéticos son utilizados por las mitocondrias del higado, lo que
permite el incremento de la velocidad de transporte de electrones y por lo tanto el
consumo de oxigeno (Gonzales, 2004).

Los valores medios de la enzima ATPasa se incrementan del primer mes hasta el
tercer mes con relacion al control, probablemente debido a o que hace mencion
Gonzales (2004). Se ha demostrado un aumento del nivel de ATP al utilizar el
extracto acuoso de la planta Baccharis lanceolata (Tabla 8, fig.5); por otro lado el
estudio fitoquimico de la planta revelé contener un alto contenido de compuestos
polifendlicos como flavonoides y taninos (Whu,1999); esto estaria explicando el
efecto encontrado, porque los polifenoles son compuestos fuertemente
atrapadores de radicales libres, llegando a proteger la membrana celular.
(Rodriguez, et al., 2006).

Se han hecho estudios de mitocondrias aisladas de higado de ratas perfundidas
con un extracto de barbatimao en la que producia estimulacion del consumo de
oxigeno (estado IV) y que luego inhibia la respiraciéon en presencia de ADP y
succinato produciendo la reduccion de la relacion ADP/O y el control respiratorio.

Con el extracto acuoso de Baccharis lanceolata al administrarsele a las ratas pudo
haber estado sucediendo en el primer mes, debido a que inicialmente la dosis
administrada probablemente habria producido cierta inhibicibn del control

respiratorio , luego se produce una estimulacion de la ATPasa a medida que fue
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pasando los meses esto puede deberse a que la mitocondria tubo la capacidad de
ir regulando el ingreso de compuestos fendlicos de modo que indujo una
adaptacion en el metabolismo de los nuevos metabolitos (Rebecca,
2003).También reportan que cuando se le suministra un exceso de dosis de
extracto de barbatimao puede deteriorar el metabolismo energético en el higado
mediante tres mecanismos:

a) Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.

b) La inhibicion del transporte de electrones mitocondriales.

c) Lainhibicion de la ATPasa.
A la dosis administrada del extracto de Baccharis lanceolata en las ratas, la
actividad respiratoria fue aumentando, esto posiblemente se deberia por los
flavonoides contenidos en el extracto, y ellos estarian protegiendo al higado.
Investigaciones de la planta Kielmeyera coriacea indican que los extractos son
ricos en xantonas, y que estos elementos quimicos inhiben el metabolismo
energético mitocondrial ( Zagoto y Col.2006). Siendo la xantona un compuesto
fendlico puede que contenga en pequefias cantidades el extracto acuoso de
Baccharis lanceolata lo cual probablemente haya producido incialmente cierta
inhibicion del metabolismo energético. EI 95% de oxigeno que respiramos es
reducido a agua por accién de la Citocromo oxidasa-a3, ultimo eslabén de la
cadena de transporte de electrones, mediante un mecanismo en el que participan
cuatro centro redox, ademas la principal fuente de energia (ATP) al organismo.
(Valls i Belles, 2003). La Citocromo c oxidasa es una enzima que contiene Cu*?y
Fe* en la cadena respiratoria mitocondrial, la cual juega un rol importante en la
fosforilacion oxidativa debido a que el hierro incrementa significativamente la
actividad de la enzima. Tal vez esto estaria produciéndose con el extracto acuoso
de Baccharis lanceolata porque la actividad de la enzima aumenta.(Shetab-
Boushehri et al. 2010).

En presencia de una alta concentracion de sustrato, fosfato y oxigeno, la
mitocondria se encuentra en un estado de metabolismo de reposo “Estado 4” por

lo que la respiracion es lenta, pero cuando se le adiciona ADP en determinadas
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concentraciones se estimula la sintesis de ATP y se incrementa la velocidad de
transporte de electrones y por lo tanto el consumo de oxigeno que es el estado
metabodlico activo “Estado 3”. (Gonzales, 2004) Esto puede estar ocurriendo
cuando se da el extracto acuoso de Baccharis lanceolata H.B.K “chilca” que
contiene polifenoles y que tienen enlaces altamente energéticos que son oxidados
para aportar como ADP, observandose un incremento en sus valores medios.
Referente a la actividad hepatoprotectora, se ha observado que probablemente
que los polifenoles ejerzan esa accion por tiempos cortos.

Los polifenoles contenidos en el extracto acuoso de Baccharis lanceolata H.B.K
“chilca”, son compuestos que se forman a partir de la fenilalanina y la tirosina
combinados con unidades de acetato. Su estructura quimica de estos compuestos
fendlicos les confiere su capacidad para actuar como captadores de radicales
libres. Estos compuestos se absorben bajo la forma glicosilada como los
flavonoides que son transportados unidos a la albumina hasta el higado. En el
higado se conjugan con grupos sulfato o grupos metilos 0 ambos a la vez. La
adicion de estos grupos aumenta el tiempo de eliminacion en circulaciéon y
probablemente disminuye la toxicidad. (Valls i Belles 2003). Probablemente esa
disminucién de los valores medios de la actividad de la alanina feniltransferasa
(GPT) se deba a la accion de la quercetina al inhibir las enzimas y su capacidad
antioxidante se deberian a los flavonoides los cuales se conjugan con grupos

sulfatos o metilos permitiendo la desintoxicacion.(Vall i Belles,2003).

El extracto acuoso de Baccharis lanceolata al ser administrado por via oral
durante el primer mes y segundo mes ocasion6 una disminucién en los valores de
la actividad enzimética de alanina aminotransferasa en suero de ratasd (p< 0,001),
como se aprecia en la tabla 10; figura 10 y 11, estaria en relacion a una posible
proteccion del parénquima ( Tillan et al. 2009 ); y, luego al 3° mes hay un
incremento, pero es de observarse que las variaciones de las cifras de los niveles
séricos de las enzimas estan dentro de los rangos permitidos ( Troncoso, 2007 ),

el incremento al tercer mes posiblemente haya sido por acumulacion de otros
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elementos quimicos en la planta, dado que se administro en forma crénica por tres
meses; el blanco también disminuyé en el 2° mes puede deberse a ciertos eventos

fisiol6gicos de compensacion que se pudieron haberse presentado.

Las transaminasas son indicadores de la funcion hepatica, sobretodo del nivel de
necrosis en los hepatocitos ( Soza, 2004 ). El nivel normal de TGP en rata sana es
de 38 U/l. En este estudio, asi como en otros, los niveles de transaminasas se
elevan ante la presencia de un hepatotoxico como el paracetamol. Estudios
similares de intoxicacion hepatica con tetracloruro de carbono demuestran que se
elevan los niveles de transaminasas cuando existe lesion en hepatocitos ( The
European Agency, 1999 ). Los niveles de TGP de las ratas del grupo control
muestran niveles altos de transaminasas lo que evidencia dafio celular en el
higado. Los resultados obtenidos demuestran que hubo disminucién significativa

en las concentraciones.

También las mitocondrias son productores de cierta cantidad de radicales libres
que se producen en la cadena respiratoria por el transporte de electrones y
probablemente los polifenoles presentes en el extracto permitan neutralizar dichos
radicales. Los flavonoides son compuestos muy activos y tienen tendencia a ceder
electrones y son secuestradores directos de especies reactivas de oxigeno por lo
que actuaria como hepatoprotector. (Robak, 1996;Tillan y col,2009).La presencia
de taninos en el extracto acuoso de Baccharis lanceolata , actuaria como
neutralizante de los radicales libres de oxigeno y por consiguiente presentarian

actividad hepato- protectora. (Arroyo y Col. 2012).

Existen formas farmacéuticas soélidas como el extracto de las hojas de Tamarindus
indica L, en la que reportan la presencia de polifenoles , flavonoides y micro
elementos como el zinc, cobre y selenio que le confieren una fuerte actividad
hepatoprotectora (Rodriguez Amado et.al.,2011), lo que corroboraria la accion del

extracto acuoso de Baccharis lanceolata H.B.K.” chilca” por contener flavonoides.
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También se ha comprobado que dicho extracto de hojas de Tamarindus indica L,
tiene efecto regenerador hepatico en dosis dependiente (Rodriguez Amado et.al.,
2011), puede estar sucediendo lo mismo con el extracto acuoso de Baccharis
lanceolata H.B.K.” chilca”.

Segun Arroyo y Col.(2012), han encontrado que usando extracto vy
fitomedicamento a 200 mg/kg de Piper aduncun que contiene flavonoides y
compuestos fendlicos, disminuyeron los valores de TGP(alanina fenil transferas)
con un p< 0.621 al inducir cirrosis hepatica en animales de experimentacién con
tetracloruro de carbono. Posiblemente el extracto acuoso de Baccharis lanceolata

por contener metabolitos secundarios semejantes tengan esa accion.

32



CONCLUSIONES

1. Se ha demostrado que la actividad energética representado por el control
respiratorio en las mitocondrias de higado de ratas aumenta por la
administracion del extracto acuoso de hojas de Baccharis lanceolata H.B.K
revelandose con el mayor grado de acoplamiento entre los procesos de

oxidacion y fosforilacién.

2. Se ha comprobado que por administracion del extracto acuoso de hojas de
Baccharis lanceolata H.B.K hubo un incremento del nivel de ATPasa en
mitocondria de higado donde se induce la sintesis de ATP en la cadena

respiratoria.

3. La actividad de la enzima citocromo oxidasa en la mitocondria de higado de
rata normal ha sido aumentado por efecto de la administracion del extracto
acuoso de hojas de Baccharis lanceolata H.B.K.

4. La hepatoproteccion del extracto acuoso de Baccharis lanceolata H.B.K ha
sido evidenciada al observar variaciones de las transaminasas dentro de los

valores normales en sangre de rata.
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ANEXOS

ANEXO 1: REACTIVOS

Analisis de la enzima Citocromo ¢ Oxidasa.

1,. Buffer de ensayo : Tris HCI 10 mM pH 7.0, conteniendo KCI 120 mM.

2.- Buffer de dilucién enzimatica con n-dodecil b-D maltésida 1mM.

3.- Solucion de Ditiotreitol 0.1 M

4.- Solucién de sustrato de Ferrocitocromo ¢ ( 0.22 mM )

5.- Muestra de Enzima: Actividad enzimatica 0.4 — 40 milunidades de Citocromo ¢
oxidasa.

Anélisis de la enzima ATPasa.

1.- Solucioén buffer pH 7.4

2.- PEP ( Fosfo enol Piruvato ) 0.02 M

3.- NADH ( Nicotinamida adenin di nucle6tido) 1.53 M
4.- LDH ( Enzima lactico deshidrogenasa )

5.- PK ( Fosfo kinasa)

6.- ATP ( Adenosin tri fosfato) 0.1 M
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