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RESUMEN

Esta investigacion se realizé con el proposito de evaluar la accion protectora del extracto hidroalcohdlico
de Rhizophora mangle “mangle” sobre la lipoperoxidacion hepatica en Rattus rattus var. albinus. Para la
experiencia se consideraron dos controles o testigos; uno de ellos expuestos con tetracloruro de carbono y
el otro con suero fisiologico, frente a dos tratamientos con cuatro repeticiones, a los cuales se les agrego el
extracto hidroalcohdlico de R. mangle en concentraciones de 200 y 400 mg/Kg de peso corporal durante
tres dias para determinar las concentraciones de malondialdehido (que es estequiometricamente igual a los
radicales libres formados), mediante la técnica de las sustancias reactivas al &acido thiobarbitlrico. Se
encontrd que los grupos tratados con el extracto hidroalcohdlico mostraron reduccion en la formacion de
radicales libres, y nos lleva a concluir que dicho extracto ejerce efecto protector sobre la lipoperoxidacién
hepatica en Rattus rattus var. albinus.
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ABSTRACT

This research was conducted in order to evaluate the protective action of the hydroalcoholic extract of
Rhizophora mangle "mangle" on hepatic lipid peroxidation in Rattus rattus var. albinus. For two controls were
considered experience or withesses one exposed with carbon tetrachloride and the other with saline,
compared to two treatments with four repetitions to which were added the hydroalcoholic extract of R.
mangle at concentrations of 200 and 400 mg / kg body weight for three days to determine the concentrations
of malondialdehyde (which is stoichiometrically equal to the free radicals formed), by the technique of the
thiobarbituric acid reactive substances. It was found that the groups treated with hydroalcoholic extract
showed reduced free radical formation, and leads us to conclude that the extract exerts protective effect on
hepatic lipid peroxidation in Rattus rattus var. albinus.
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INTRODUCCION

La peroxidacion lipidica se asocia con la etiologia de diversos padecimientos como el
engrosamiento y rigidez de los vasos sanguineos (arteriosclerosis), que reduce el adecuado
suministro de sangre a los tejidos e inflamacion de las articulaciones (artritis reumatoidea),
inflamacién y exceso de mucosidad en los pulmones (enfisema pulmonar), cancer, y dafio al
sistema inmune, pulmoén, rifibn e higado (Vargas y col, 2007). Esta se origina cuando los
radicales de oxigeno, en especial el radical hidroxilo, tienen mucha afinidad por los acidos grasos
poliinsaturados que forman parte de los fosfolipidos de la membrana celular. Durante esta unién el
radical hidroxilo sustrae un hidrégeno del acido graso para dar lugar a la formacion de un nuevo
radical organico (iniciacion). Seguidamente este radical organico se une al lipido vecino y da
lugar a un nuevo radical, y asi sucesivamente se multiplica, para crear una verdadera reaccion en
cadena que dafia de manera practicamente irreversible la membrana celular (Pifia-Garza; 1996).

Se ha identificado que el estrés oxidativo es responsable de la lipoperoxidacién (Kalish y Luzio,
1996). El estrés oxidativo (EO) es el estado fisiopatolégico que produce un desbalance entre los
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sistemas oxidantes y los antioxidantes a favor de los primeros, por la produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ERO), el debilitamiento de los sistemas antioxidantes, o por
ambos. Ello implica un aumento en la generacién de especies oxidadas toxicas que conllevan a un
deterioro funcional y estructural de células y tejidos (Martinez y col., 2003), y estan implicadas en
la patologia de numerosas enfermedades como el céncer, enfermedades cardiacas,
arterosclerosis, enfermedades cerebrales y envejecimiento (Kohen & Nuska, 2002).

Se ha estimado que aproximadamente 2 % del oxigeno consumido por un organismo normal va
a la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROSs), de las cuales varias son radicales libres
(Chance y col., 1979). En cantidad, las principales especies reactivas del oxigeno que se generan
durante la respiracién celular son el anién superéxido (0,”) y el peréxido de hidrégeno (H,0,), el
gue a su vez da origen al radical hidroxilo (OH"). El anion superéxido y el radical hidroxilo son
especies altamente reactivas pues poseen uno o mas electrones desapareados, son capaces de
provocar reacciones en cadena cuyo dafio en las membranas celulares puede ser irreversible y
llegar incluso hasta la muerte celular (Child y col., 1998).

Varios estudios han demostrado que las plantas producen potentes antioxidantes y representan
una importante fuente de antioxidantes naturales; en nuestro pais, el uso de plantas medicinales
con atribuciones antioxidantes es muy difundido y por ello se estan llevando a cabo diferentes
estudios sobre su accién farmacologica. Como por ejemplo tenemos los estudios realizados con
Buddleia globosa, Piper angustifolium “maticio” (Placencia, 2001), Croton palanostigma “sangre de
grado” y Aloe vera “savila” (Arroyo, 1998).

Rhizophora mangle tiene varias propiedades para su uso en medicina tradicional. Se ha
utilizado para el tratamiento de enfermedades de la garganta y en la tuberculosis pulmonar (Roig,
1988); asi como contra la lepra, el asma, la Ulcera péptica, los trastornos digestivos, las
infecciones de la piel y las enfermedades venéreas (Rojas & Coto 1978). Ademas se reportd que
tiene actividad anti fungica (Céaceres y col., 1993). En las ultimas décadas se demostraron varias
actividades farmacolégicas del extracto acuoso de la corteza de R. mangle; que incluyen,
prevencion de mastitis bovina (Armenteros, 1998); eficacia en la curacion de las heridas (Bulnes y
col., 2001); asi como propiedades antimicrobianas (Melchor y col.; 2001); a su vez resulto exitoso
en el tratamiento de las infecciones uterinas (Melchor y col., 2001) y las Ulceras gastroduodenales
(Sanchez y col., 2001), también se demostraron sus propiedades antinflamatorias (Marrero y col.,
2006).

Con extracto acuoso de la corteza de R. mangle L. (mangle rojo) se obtuvo polifenoles
(54,78%), representados en su mayoria por taninos poliméricos (80 %) y taninos hidrolizables (20
%); en estos Ultimos se destaca la presencia de epicatequina, catequina, acido clorogénico, acido
gdalico y &cido elagico, ademéas se encontraron galotaninos y elagitaninos. De las estructuras no
tanicas, se refiere a la presencia de carbohidratos (17,5 %) libres y enlazados; acidos grasos (4,0
%) de cadena larga, saturados e insaturados; fitoesteroles (0,0285 %) y aromas o0 aceites
esenciales no volatiles (Sanchez y col., 1998).

Con lo expuesto, objetivo de este trabajo fue determinar el efecto protector del extracto
hidrolacohélico de R. mangle sobre la lipoperoxidacion hepética en ratas, Rattus rattus var.
albinus y asi poder aportar en el conocimiento de las propiedades antioxidantes de esta planta.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

Hojas y cortezas de Rhizophora mangle “mangle” fueron recolectadas de los manglares de
Tumbes; departamento de Tumbes — Perl, entre mayo — junio 2012. La determinacion de la
especie se hizo en el Herbarium Truxillense (HUT).

Rattus rattus var. albinus, hembras, fueron adquiridos del bioterio de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Trujillo, teniendo en cuenta que tengan edad y peso similares.
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OBTENCION DE EXTRACTO HIDROALCOHOLICO:

Las hojas y cortezas de R. mangle “mangle” se sometieron a una limpieza manual para eliminar
arena, epifitos y fauna acompafante; se lavé con abundante agua de grifo y luego con agua
destilada. Se cortaron las cortezas y hojas en trozos pequefios y secados en estufa a 50°C, para
evitar la desnaturalizaciébn de algunas biomoléculas termosensibles, luego fueron molidos y
tamizados para obtener un polvo fino y luego se hizo una mezcla hidroalcohdlica (70% etanol +
30% agua destilada) y se depositdé en un frasco ambar por 6 dias con agitacion diaria.

Después fue filtrado por 3 veces con papel de filtro Wathman No 1 con ayuda de una bomba de
vacio, para eliminar todo residuo organico grosero. Este extracto fue sometido a separacion de
clorofilas con cloroformo en un embudo de separacién (las clorofilas se eliminan). El producto
liguido obtenido fue evaporado totalmente y el producto seco obtenido fue guardado en
refrigeracion hasta su uso en los animales con una dosificacién establecida para cada uno.

DISENO EXPERIMENTAL:

Se hicieron tres repeticiones por cada grupo control, utilizandose al final 42 ratas. Se establecio
un grupo control negativo, grupo control positivo, con tres aratas cada uno Yy dos grupos
experimentales; con cuatro ratas cada uno.

Grupo control negativo (GCN): 3 ratas fueron tratadas diariamente con solucion salina fisiolégica
en un volumen del 3 % de su peso corporal por 3 dias, via orogastrica.

Grupo control positivo (GCP): 3 ratas fueron tratadas diariamente con 1 ml de tetracloruro de
carbono/ Kg de peso corporal por 3 dias, via orogastrica.

Grupo experimental:
Grupo experimental 1 (GE1): 4 ratas tratadas con 1 ml de tetracloruro de carbono/ Kg del
peso corporal mas 200 mg de extracto de “mangle” / Kg de peso corporal por 3 dias, via
orogastrica.
Grupo experimental 2 (GE2): 4 ratas tratados con 1 ml de tetracloruro de carbono/ Kg del
peso corporal mas 400 mg de extracto de “mangle” / Kg de peso corporal por 3 dias, via
orogastrica.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HIGADO DE R. rattus var. albinus:
Obtencion del homogenizado de higado:

En el cuarto dia del tratamiento, las ratas fueron anestesiados y se les realizo una laparotomia
a nivel de la linea alba abdominal, se extrajo el higado, que fue perfundido con solucion de Krebs
helado y molido en un mortero de porcelana frio y un gramo de este fue homogenizado con 5 ml.
de la misma solucién en un homogenizador de Potter para los ensayos correspondientes.

MEDICION DE LA FORMACION DE RADICALES LIBRES:

En el homogenizado hepatico se midi6 el grado de lipoperoxidacion mediante el método de las
sustancias reactivas al acido Thiobarbiturico (TBARS) en presencia y ausencia de Fe"*/Ascorbato
(Rio, 2000).

En un tubo de ensayo, se agreg6 1.7 mL de solucion de Krebs, 0.1 mL del homogenizado del
higado, 0.1mL de Fe** (0,0028g/l) y 0.2 mL de &cido ascorbico (0,007 g/L); luego se incubo a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente se realizé un desproteinizado con 1 mL de acido tricloroacético,
sometiéndose a ebullicion en bafio maria por 30 minutos para luego centrifugar a 3 500 rpm por
20 minutos. Se obtuvo el sobrenadante, al cual se le agregé 1mL de acido thiobarbiturico, y
sometido a ebullicion para que reaccione con el malondialdehido, dando una reaccién de
coloracion rosada que se forma como producto de la lipoperoxidacién, que equivale
estequiometricamente igual a la cantidad de radicales libres, luego se centrifugé a 3500 rpm por
20 minutos; y el sobrenadante fue leido en el espectrofotometro a 535 nm. Asi los valores
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obtenidos en absorbancia fueron expresados en concentraciones de malondialdehido (ug/ g de
higado) con ayuda de una curva de calibracién obtenida previamente.

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos fueron analizados mediante el analisis de varianza (ANOVA); ademas se utilizaron
intervalos confidenciales simultaneos para efectos de tratamientos.

RESULTADOS

Malondialdehido (pg)

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800 B Malondialdehido (pg)
600
400
200

Control - Control + Exp.1(200  Exp. (400
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Fig. 1: Concentracion de radicales libes en higado de R. rattus var. albinus obtenidos en los 4 grupos. El
grupo control negativo tratados con solucion salina fisiolégica estéril en un volumen del 3% del peso
corporal, el grupo control positivo tratados con 1 ml de tetracloruro de carbono/ Kg de peso corporal;
y un grupo experimental conformado por dos sub grupos, grupo experimental 1 tratados con 1 ml
de tetracloruro de carbono/ Kg del peso corporal mas 200 mg de extracto de “mangle” / Kg de peso
corporal y grupo experimental 2 tratados con 1 ml de tetracloruro de carbono/ Kg del peso corporal
mas 400 mg de extracto de “mangle” / Kg de peso corporal.

Tabla 1. Resultados de ANOVA para malondialdehido segun tratamientos utilizados en base al extracto de

R. mangle
Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Vvalor
Entre grupos 6.47811E6 3 2.15937E6 5.62 0.0161
Intra grupos 3.84223E6 10 384223.0
Total (Corr.) 1.03203E7 13

El F-ratio, que en este caso es igual a 5.62009, es el cociente de la estimacion entre grupos y
la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0.05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las Malondialdehido medias de un nivel de
Tratamientos a otro para un nivel de confianza del 95.0%.

DISCUSION

Varios estudios han demostrado que las plantas producen potentes antioxidantes y representan
una importante fuente de antioxidantes naturales.

De los resultados, el gran incremento de radicales libres del grupo tratado con tetracloruro de
carbono (CCl,) hubo un gran incremento en las concentraciones de radicales libres, posiblemente
se deba a que el tetracloruro de carbono por ser téxico origina una gran formacién de radicales
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libres, esto comparado con los grupo control y experimental (GE1 y GEZ2) que muestran una
disminucion de radicales libres, lo cual se corrobora que el extracto hidro alcohélico de R. mangle
muestra propiedades antioxidantes dado por la presencia de compuestos polifenélicos, los cuales
son los principales responsables del incremento de enzimas antioxidantes como la superdxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), asi como la inhibicion de la peroxidacién lipidica (Shulka y
col., 1999).

En este sentido existen reportes acerca de los efectos antioxidantes in vivo por extractos de
plantas que contiene polifenoles o por compuestos polifenélicos puros. Asi, un estudio revela que
heridas cutdneas en ratas albinas tratadas por via topica con el extracto acuoso de hojas de la
planta Seabuckthorn (Hippophaea rhamnoides L.) mostraron a los 7 dias de tratamientos un
incremento significativo en las actividades de las enzimas superéxido dismutasa, catalasa y
glutatibn peroxidasa, mientras las concentraciones de MDA estaban disminuidas; a su vez
también encontraron que este extracto aumento significativamente el proceso de curacion (Gupta
y col.; 2005). En otro estudio se informa que el tratamiento topico de un extracto de polifenoles del
te verde en la piel de ratones expuestos a radiacion ultravioleta resultdé en una significativa
aumento de las enzimas antioxidantes: glutation peroxidasa y catalasa, e inhibi6 la peroxidacion
lipidica y la oxidacion de proteinas (Vayalil y col.; 2006). Un estudio report6 que el extracto de
semillas de la uva, en el que se destaca la presencia de compuestos polifendlicos como:
catequina, epicatequina, trans-resveratrol y acido galico, disminuyo la actividad mutagénica de la
bleomicina en la cepa TA102 de Salmonella typhimurium (Stagos y col.; 2006). Empleando esta
misma cepa como modelo de estudio, otros investigadores demostraron que el mecanismo que
explica la actividad antimutagénica de los polifenoles es su capacidad secuestradora de radicales
libres (Edenharder y Grunhage, 2003).

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de R. mangle mostr6 un efecto hepatoprotector sobre la
lipoperoxidacién en higado de Rattus rattus tanto a las concentraciones de 200 como a la de 400
mg/Kg de peso corporal.
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