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RESUMEN

Annona muricata posee compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes. El objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de A. muricata frente al estrés oxidativo inducido por
acrilamida en higado de ratén. Se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de hojas de A. muricata; se indujo estrés oxidativo
usando acrilamida via intraperitoneal; se formaron cinco grupos: tres experimentales GE10, GE30 y GE50 (tratados con
extracto a dosis de 10, 30 y 50 mg/Kg pc, respectivamente), un grupo control negativo (CN) sin induccion de estrés
oxidativo, un grupo control positivo (CP) con induccion de estrés oxidativo, ambos tratados con solucién salina fisioldgica.
El estrés oxidativo se determiné mediante la técnica de reaccion de sustancias al &cido tiobarbitdrico; a los resultados se
aplicaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, andlisis de varianza (ANAVA) y Tukey, con un 95% de confianza.
La prueba de Shapiro-Wilk mostré una tendencia normal de cada grupo; la prueba ANAVA mostré un p<0,05; en la
prueba Tukey se formaron 3 grupos homogéneos: a (CN=3,52+0,27 pug malondialdehido/g de higado (ugMDA/gH) y
GE30=3,22+0,39 pgMDA/gH), b (CP=4,87+0,20 ugMDA/gH y GE10=4,56+0,28 pgMDA/gH) y ¢ (GE50=2,37+0,25
HgMDA/gH). Se determiné que existe efecto antioxidante del extracto hidroalcohélico de A. muricata L. frente a estrés
oxidativo inducido por acrilamida en higado de raton, siendo la dosis de 50 mg/Kg pc la que mostré el mayor efecto
antioxidante, la cual gener6 una concentracion de 2,37 pgMDA/g de tejido hepatico.

Palabras claves: Annona muricata, estrés oxidativo, antioxidantes

ABSTRACT

Annona muricata has bioactive compounds with antioxidant properties. The objective of this research was to determine
the antioxidant effect of the hydroalcoholic extract of A. muricata against the oxidative stress induced by acrylamide in
mouse liver. The hydroalcoholic extract of A. muricata leaves was obtained; oxidative stress was induced using acrylamide
intraperitoneally; five groups were formed: three experimental GE10, GE30 and GE5O0 (treated with extract at doses of
10, 30 and 50 mg/Kg bw, respectively), a negative control group (CN) without induction of oxidative stress, a positive
control group (PC) with induction oxidative stress, both treated with physiological saline. Oxidative stress was determined
using the technique of reaction of substances to thiobarbituric acid; Shapiro-Wilk normality tests, analysis of variance
(ANOVA) and Tukey were applied to the results, with 95% confidence. The Shapiro-Wilk test showed a normal trend for
each group; the ANAVA test showed a p <0.05; In the Tukey test, 3 homogeneous groups were formed: a (CN = 3.52
0.27 pg malondialdehyde/g liver (ugMDA/gH) and GE30 = 3.22 + 0.39 ugMDA/gH), b (CP = 4.87 + 0.20 pgMDA/gH and
GE10 = 4.56 + 0.28 ugMDA/gH) and ¢ (GE50 = 2.37 + 0.25 pgMDA/gH). It was determined that there is an antioxidant
effect of the hydroalcoholic extract of A. muricata L. against the oxidative stress induced by acrylamide in mouse liver,
being the dose of 50 mg / Kg bw the one that showed the highest antioxidant effect, which generated a concentration of
2.37 ygMDA / g of liver tissue.
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1.

INTRODUCCION

El estrés oxidativo es el desequilibrio entre las moléculas oxidantes y antioxidantes, a favor
de las oxidantes, que causa el envejecimiento y un gran nimero de enfermedades (Sanchez-
Rodriguez y Mendoza-Nufiez, 2019); es un estado fisioldgico donde se generan altos niveles
de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ERON) y radicales libres (Saha et al., 2017).
Las ERON, ya sean enddgenas o exdgenas, causan modificaciones oxidativas en hidratos de
carbono, lipidos, proteinas y ADN (Liguori et al., 2018; Singh et al., 2019). El estrés oxidativo
genera patologias como cancer, aterosclerosis, diabetes, trauma e inflamacion (Li et al.,
2016), enfermedades relacionadas con la edad como las cardiovasculares,
neurodegenerativas, pulmonares, renales, incluyendo también la sarcopenia y la fragilidad
(Liguori et al., 2018); es un mecanismo patolégico que contribuye al inicio y progresion de la
lesion hepatica (Li et al., 2015). La lipoperoxidacién generada por las ERON o un radical libre
se inicia cuando interactdan con un acido graso poliinsaturado propio de las membranas o de
las lipoproteinas, originando una reaccion en cadena que libera numerosas moléculas, siendo
el malondialdehido (MDA) un aldehido que se ha utilizado comunmente como marcador de
estrés oxidativo (Saldafia-Balmori et al., 2003; Contesse, 2010).

En las plantas existen sustancias bioactivas que actian como antioxidantes, protegiendo la
salud humana y animal mediante la disminucion de los efectos del estrés oxidativo
(Kahkeshani et al., 2015). Las plantas medicinales, que contienen vitaminas C, E y
carotenoides, antocianidinas, flavonoides, antocianinas y otros compuestos fendlicos, tienen
la capacidad de reducir la toxicidad de los radicales libres y las ERON (Correa et al., 2012;
Delgado et al.,, 2010). Entre las plantas medicinales tenemos a Annona muricata L.
(guanabana o graviola); es una especie endémica de Per(, es silvestre neotropical y presenta
una distribucién amplia; es helidfila, higréfila, psamofila, argilicola y eutrofa, habita las
vertientes occidentales de Perl. A. muricata es un arbol de tres a cuatro metros de alto y muy
ramificado, sus frutos contienen componentes beneficiosos para la salud humana; los pueblos
indigenas antiguos y actuales han utilizado y utilizan el tallo, hojas y semillas de la familia
Annonaceae en medicina tradicional (Leiva et al.,, 2018). Se ha demostrado que los
preparados de hojas de esta planta contienen metabolitos como carbohidratos, polifenoles,
flavonoides, esteroides libres, saponinas y alcaloides (Poma et al., 2014). Posee actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antidiabetégena (Adefegha et al., 2015; Vit et al., 2014), e
induce apoptosis en células de cancer de mama (Moghadamtousi et al., 2014).

La presente investigacion tuvo por objetivo el determinar el efecto antioxidante del extracto
de hojas de Annona muricata L. frente a estrés oxidativo inducido por acrilamida en higado
de ratén.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata

Se colectd 1 Kg de hojas frescas en buen estado de arboles de A. muricata L. del Jardin
Botanico “Manuel Fernandez Honores” de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo. Las hojas fueron lavadas con agua corriente y luego con
agua destilada, posteriormente se llevaron a estufa marca MEMMERT calibrada a 45°C, hasta
su secado total. Una vez secas, fueron molidas en molino manual marca CORONA, y cernidas
en tamiz de 0,5 mm marca Amping Yuansheng Mesh Co., Ltd. hasta la obtencién de un polvo
fino. Se tomé 100 g de este polvo fino y se procedié a maceracion en un litro de etanol al 70
% en frascos ambar de cierre hermético con agitacion durante 5 min diarios por 10 dias.
Posteriormente, se filtro al vacio con papel filtro marca Boeco 389 punto blanco, con tamafio
nominal de poro de 8-12 um, evaporandose luego el filtrado por conveccién mediante
ventilacion continua hasta la obtencién del extracto, el cual fue conservado en frasco &mbar
en refrigeracion (2-4 °C) hasta su utilizacién (Torres et al., 2007).
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Animales de laboratorio y consideraciones éticas

Se emplearon veinticinco ratones BALB/c machos de 12 semanas de edad, con un peso de
30 g £ 2 g, obtenidos del Instituto Nacional de Salud, todos los animales utilizados en este
estudio se colocaron en jaulas de polietileno, en grupos de cinco individuos. Estos animales
se alojaron en el laboratorio de Neurofisiologia del Departamento de Quimica Biolégica y
Fisiologia Animal de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Truijillo.
Los animales de laboratorio fueron aclimatados por quince dias previos al inicio del
experimento y mantenidos en un periodo ciclico de 12 horas de luz/oscuridad, alimentados
con una mezcla de alimento balanceado y maiz y, con agua a libre disposicion (Arts et al.,
2014). El manejo y cuidado de los individuos se realizaron bajo protocolos de ética segun la
“Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén” (Instituto Nacional de Salud,
2008). Como punto final, se aplicé eutanasia mediante sobredosis con 1,3 mg de pentobarbital
sédico con una inyeccion via intraperitoneal (ip) a cada animal de experimentacion siguiendo
las normas de bioética animal (Rollin, 2009; Barrios, et al., 2011; Zatroch et al., 2017).

Induccion de estrés oxidativo y disefio del estudio

La induccion del estrés oxidativo fue realizada con acrilamida marca Merckmillipore, la cual
se peso y diluyé en agua destilada estéril (5 mg/mL), la solucién preparada se inyecto via ip
en dosis Unica equivalente a 50 mg/Kg de peso corporal (pc), segun el peso de cada individuo
(Ansar et al., 2016), a todos los individuos que conformaban los grupos de investigacion, con
excepcion del grupo control negativo.

Los veinticinco ratones fueron divididos aleatoriamente en cinco grupos, cada grupo formado
por cinco ratones, de la siguiente manera:

Control negativo (CN): recibieron una dosis Unica 0,20 mL de solucién salina fisiolégica (SSF)
estéril via ip y 0,50 mL de SSF por sonda orogéstrica desde el dia de la inyeccion cada 24
horas por dos dias.

Control positivo (CP): recibieron acrilamida via ip y 0,50 mL de SSF por sonda orogéstrica
desde el dia de la inyeccién cada 24 horas durante 48 horas.

Grupos experimental 10 mg/Kg (GE10): recibieron acrilamida via ip, ademas de una dosis de
10 mg/Kg pc del extracto hidroalcohdlico de A. muricata resuspendido en agua destilada
estéril, mediante sonda orogastrica desde el dia de la inyeccién cada 24 horas durante 48
horas.

Grupos experimental 30 mg/Kg (GE30): recibieron acrilamida via ip, ademas de una dosis de
30 mg/Kg pc del extracto hidroalcohdlico de A. muricata resuspendido en agua destilada
estéril, mediante sonda orogastrica desde el dia de la inyeccién cada 24 horas durante 48
horas.

Grupos experimental 50 mg/Kg (GE50): recibieron acrilamida via ip, ademas de una dosis de
50 mg/Kg pc del extracto hidroalcohdlico de A. muricata resuspendido en agua destilada
estéril, mediante sonda orogastrica desde el dia de la inyeccién cada 24 horas durante 48
horas.

Determinacion del estrés oxidativo

Inmediatamente después del punto final se realiz6 una laparotomia y se reseccion6 de
manera total el higado; la determinacién del estrés oxidativo se realiz6 mediante la reaccion
de las sustancias al acido 2-tiobarbitirico (TBARS), el cual mide la concentracién de
malondialdehido, que es una medida indirecta de la lipoperoxidacién, que demuestra el grado
de estrés oxidativo que posee el tejido (Halliwell y Chirico, 1993).

Anélisis estadistico

A los datos obtenidos se les aplico la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks con el software
libre Shapiro-Wilk test for normality con un nivel de confianza del 95% (Statistical tools for
high-throughput data analysis, 2020). Se calculé el promedio y desviacion estandar de los
resultados de cada grupo. Asi mismo, se utilizé el software libre One-way ANOVA (Analysis
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of Variance) with post-hoc Tukey HSD (Honestly Significant Difference) Test Calculator for
comparing multiple treatments (Vasavada, 2016) para realizar el andlisis de varianza y prueba
de comparacion de medias de Tukey, ambas pruebas con un nivel de confianza del 95,0%.

3. RESULTADOS

La prueba Shapiro-Wilk (95% de confianza) mostro la probabilidad critica de cada uno de los
grupos: CN =0,12; CP = 0,34; GE10 = 0,80; GE30 = 0,18 y GE50 = 0,25; confirmandose que
todos los grupos obedecen a una distribucién normal. Al aplicar la prueba ANAVA con el 95%
de confianza, se obtuvo un p<0,05.

En la Tabla 1 se observa las medias y desviaciones estandar de las concentraciones de
malondialdehido (MDA) por gramo de higado de cada grupo; ademas, se muestra el resultado
de la prueba Tukey (95% de confianza), en el cual se observa la formacion de tres grupos
homogéneos: grupo a (baja concentracién de MDA), grupo b (mayor concentracion de MDA)
y grupo ¢ (con la menor concentracién de MDA de todos los grupos homogéneos formados).

Tabla 1. Promedios y desviaciones estandar (DE) de las concentraciones de malondialdehido
(Mg MDA/g higado) y grupos homogéneos formados en el analisis realizado con la Prueba de
Tukey (95,0% de confianza)

Grupos Promedio de MDA Prueba de Tukey, grupos
(ug de MDA/g higado) + DE homogéneos
CN 3,52+0,27 a
GE30 3,22+0,39 a
CP 4,87 + 0,20 b
GE10 4,56 + 0,28 b
GE50 2,37 +£0,25 c

CN: Control Negativo, CP: Control Positivo, GE10: Grupo Experimental 10 mg/Kg, GE30:
Grupo Experimental 30 mg/Kg, GE50: Grupo Experimental 50 mg/Kg.

4. DISCUSION

Al aplicar la prueba Shapiro-Wilk con 95% a cada uno de los grupos (CN = 0,12; CP = 0,34;
GE10 = 0,80; GE30 = 0,18 y GE50 = 0,25), estos mostraron un p>0,05, por lo cual se infiere
que obedecen a una distribucién normal. Estos resultados permitieron aplicar la prueba
ANAVA, que obtuvo un p< 0,05. En la tabla 1 se observa que existe diferencias
estadisticamente significativas; como se aprecia, a medida que se aumenta la dosis (GE10 =
10 mg/kg pc, GE30 = 30 mg/kg pc, GE50 = 50 mg/kg pc) disminuye la concentracion de MDA,
esto indica una disminucion en la lipoperoxidacién y, por consiguiente, en el estrés oxidativo.
El grupo CN (3,51 pg MDA/g higado) muestra un valor bajo de MDA en comparacion con el
grupo CP (4,87 ug MDA/g higado), este dltimo mostré mayor lipoperoxidacion debido a que
se indujo estrés oxidativo con acrilamida y solamente recibié SSF como tratamiento (CP vs
CN: p < 0,05). Debido a que la acrilamida es un alqueno tipo 2 es un mediador endégeno del
estrés oxidativo celular; los alquenos de tipo 2 actdan sinérgicamente con aldehidos
insaturados generados endégenamente para amplificar el dafio celular y, por lo tanto, acelerar
los procesos que implican estrés oxidativo (LoPachin y Gavin, 2012).

Después de ingresar al cuerpo, aproximadamente el 50% de la acrilamida se metaboliza a
glicidamida (su metabolito epéxido) por la enzima CYP2E1 del citocromo P-450 (Sumner et
al., 1992). La acrilamida y la glicidamida tienen caracteristicas electrofilicas y la capacidad de
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formar aductos. La acrilamida produce una respuesta toxica aguda dependiente del tiempo
en el tejido hepatico. Asi mismo, la acrilamida produce un aumento de la bilirrubina directa,
que es altamente especifica para la enfermedad hepatica y la disminucién de la albimina,
que es la proteina plasmatica mas abundante producida por los hepatocitos (Rivadeneyra-
Dominguez et al., 2018). Asi mismo, se producen lesiones no neoplasicas adicionales
(en ratones B6C3F1) como angiectasia y necrosis del higado (Beland et al., 2015). Se reporté
gue CYP2EL1, un inductor de radicales libres de oxigeno, juega un papel critico en el dafio del
ADN inducido por el estrés oxidativo y, esta relacionado con hepatocarcinogénesis asociada
con etanol (Bradford et al., 2005). También, la induccién de CYP2E1 influye de manera
importante sobre la activacion de procarcinégenos y la enfermedad hepatica progresiva
(Gyesi et al., 2019).

Las diferentes dosis del extracto hidroalcohélico de A. muricata (tabla 1) correspondientes a
los grupos GE10, GE30 y GE50, mostraron 4,56; 3,22 y 2,37 ug MDA/g higado,
respectivamente, demostrando el efecto antioxidante del extracto a dosis dependiente.
Ademas, se realizé la prueba Tukey con la cual al analizar los resultados entre los pares de
grupos CN vs GE10 (p<0,05) y CP vs GE10 (p>0,05) se demuestra que GE10 no posee efecto
antioxidante; en cambio, al comparar CN vs GE30 (p>0,05) y CP vs GE30 (p<0,05) si se
evidencia un efecto antioxidante; asi mismo, la comparaciéon de CN vs GE50 (p<0,05) y CP
vs GE50 (p<0,05), demuestra diferencias estadisticas significativas, confirmando que GE50
posee mayor actividad antioxidante, ya que disminuye la concentracion de MDA por debajo
de la concentracion de MDA de CN. Los compuestos bioactivos del extracto son los
responsables del efecto antioxidante en higado de ratén. Existen reportes en los que se ha
determinado que los compuestos de las hojas son mayormente terpenos, terpenoides,
taninos, flavonoides, saponinas, alcaloides, esteroides (Gajalakshmi et al., 2012; Agu y
Okolie, 2017; Nugraha et al., 2019) y, otro componente abundante del aceite esencial de la
hoja es 0 —cadineno (Gyesi et al., 2019). Ademas, se realizaron ensayos in vitro que
demuestran la capacidad antioxidante (capacidad de eliminacion de DPPH y, desintoxicacién
del radical hidroxilo) de extractos de hojas de A. muricata, que es atribuible a flavonoides,
alcaloides y fenoles (Agu y Okolie, 2017).

Los resultados encontrados en este estudio (tabla 1) concuerdan con los obtenidos en la
investigacién de Adewole y Ojewole (2008), en el cual se analiz6 el higado de rata diabética
(tratada con estreptozotocina) y se utilizé el extracto de hojas de A. muricata, este extracto
produjo una disminucién del estrés oxidativo. Asi mismo, Fernandez (2012), determiné el
efecto antioxidante del extracto de A. muricata en higado de conejo tratados con glucosa,
obteniendo una disminucién en la concentracién de MDA. Probablemente los fenoles,
compuestos antioxidantes no enzimaticos, contenidos en el extracto etandlico obtenido de las
hojas para este trabajo, serian los responsables de la capacidad antioxidante en higado,
especificamente los flavonoides y taninos (Gavamukulya et al., 2014). Se ha mostrado una
correlacién positiva entre concentracion de polifenoles totales y actividad antioxidante
(George et al., 2012; Coria-Tellez et al., 2016). Existen trabajos que reportan que el extracto
de A. muricata reduce la lipoperoxidacién hepatica en ratas diabéticas e inhiben la glicacién
en BSA-fructosa; ademas, se identificaron varias biomoléculas conocidas por ser
antioxidantes potentes como los acidos clorogénico y cafeico, procianidinas B2 y C1, (epi)

catequina, quercetina, quercetina-hexdésidos y kaempferol (Benatti et al., 2018).

. CONCLUSIONES

Se determind que existe efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de A. muricata L.
frente a estrés oxidativo inducido por acrilamida en higado de ratén, siendo la dosis de 50
mg/Kg pc la que mostré el mayor efecto antioxidante, la cual gener6 una concentracion de
2,37 ug MDA/g de tejido hepatico.
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