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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue demostrar el Efecto antioxidante del extracto
acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” sobre la lipoperoxidacion inducida
con fluoxetina en higado en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas, mediante
el método espectrofotométrico con la reaccion del acido tiobarbitarico (TBARS)
cuyo principal representante es el malondialdehido (MDA); dicha investigacion se
realizd en cinco grupos, constituyendo un total de 29 especimenes de la especie
Rattus rattus var. albinus hembras, jovenes, procedentes del Bioterio de la
Universidad Nacional de Trujillo, dentro de los cuales sélo a 24 de las mismas se
las indujo a un proceso de menopausia, se procedio a practicar una cirugia ovarica
(Ooferectomizacion), para luego pasar por un proceso de recuperacion post-
operatoria, e iniciar con la administracion de tratamientos.

Los grupos fueron divididos en: grupo control (A) al que se suministrd suero
fisiolégico a una cantidad de 1mL diario durante seis semanas, grupo problema
(B y C) a los cuales se les administré fluoxetina 20 mg/kg a una concentracion de
0,15 % durante tres semanas iniciales, seguidamente se administrd durante tres
semanas restantes extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” recolectada
del Centro Poblado La Encafiada, Provincia de Cajamarca, Departamento de
Cajamarca, a dosis de 1 g/kg a concentracion del 10 % y 1 g/kg a concentracion del
20 % respectivamente, considerandose asi dosis menor y dosis mayor; al grupo

patrén (D) se le administré fluoxetina 20 mg/kg a una concentracion de 0,15 %
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durante tres semanas, y en las posteriores tres semanas se administro solucion salina
fisiologica; el ultimo grupo fue el grupo blanco (E), al que no se le administro
ningun preparado.

Dichas soluciones fueron administradas por via oral con ayuda de un dispositivo
metalico que facilitd la administracion; seguidamente, se procedio a la evaluacion
de la memoria espacial (adquisicion y retencion) mediante el Test de Morris, en un
periodo de 5 dias. Finalmente se sacrificaron los especimenes para poder realizar la
determinacion de los niveles de malondialdehido en higado, mediante el método

espectrofotométrico, a una longitud de onda de 532 nm.

Palabras claves: Tropaeolum tuberosum “Mashua”, lipoperoxidacion, fluoxetina,

suero fisioldgico, preparado fitoterapéutico, malondialdehido, ooferectomizadas.
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ABSTRACT

The objective of this research was to demonstrate the antioxidant effect of aqueous
extract of Tropaeolum tuberosum "Mashua™ on lipid peroxidation induced liver
fluoxetine Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas by the spectrophotometric
method with thiobarbituric acid reaction (TBARS) whose main representative is
malondialdehyde (MDA); this research was conducted in five groups, making a
total of 29 specimens of the species Rattus rattus var. albinus females, young people
from the Vivarium of the National University of Trujillo, in which only 24 of them
were induced them to a process of menopause, proceeded to practice ovarian
surgery (Ooferectomizacidn), then go through a process of postoperative recovery,
and start with the administration of treatments.

The groups were divided into: control group (A) to which saline was supplied at an
amount of 1 mL daily for six weeks problem group (B and C) which were
administered fluoxetine 20 mg/kg at a concentration of 0,15 % for three initial
weeks, then was administered for three weeks remaining aqueous extract of
Tropaeolum tuberosum "Mashua" collected from the Town Center Encafada,
Province of Cajamarca, Department of Cajamarca, at a dose of 1 g/kg at a
concentration of 10 % and 1 g/kg at 20 % concentration respectively, so be lower
dose and higher dose; pattern group (D) was administered fluoxetine 20 mg/kg at

a concentration of 0,15 % for three weeks, and three weeks later physiological
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saline was administered; the last group was the target group (E), which was not
given any preparation.

These solutions were administered orally using a metal device that facilitated
administration; then we proceeded to the evaluation of spatial memory (acquisition
and retention) by Morris test during a period of 5 days. Finally they specimens to
perform the determination of malondialdehyde levels in liver, by

spectrophotometric method at a wavelength of 532 nm were sacrificed.

Keywords: Tropaeolum tuberosum "Mashua”, lipoperoxidation, fluoxetine, saline,

prepared phytotherapy, malondialdehyde, ooferectomizadas.
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l. INTRODUCCION

En nuestro pais encontramos una gran variedad de especies vegetales
endémicas que son utilizadas por nuestras etnias originarias con fines curativos y
que se utiliza desde tiempo inmemorial, es por ello nuestro interés acerca del uso
de muchas de estas especies para tratar o prevenir enfermedades que involucren
respuestas estrogénicas (generalmente ginecoldgicas). Sin embargo no debemos
olvidar que los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa
ventaja con respecto a los tratamientos quimicos, en las plantas los principios
activos se hallan siempre biolégicamente equilibrados por la presencia de
sustancias complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que en general
no se acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados. ™

La menopausia representa un evento significativo en la vida de cada mujer
que conlleva implicaciones médicas, psicosociales y culturales. ElI aumento en la
expectativa de vida, principalmente en paises industrializados donde la edad
promedio alcanza los 80 afios, ha llevado a que las mujeres pasen mas de un tercio
de sus vidas en estado posmenopausico. Aunque la menopausia es un periodo de
transicién normal, que abarca una etapa de desarrollo dentro del ciclo bioldgico, la
declinacion concomitante en las concentraciones enddgenas de estrégenos puede
afectar a distintas partes del organismo.

En esta etapa, estos cambios en las mujeres pueden deberse a multiples
factores uno de ellos es la formacion de radicales libres, las especies reactivas del

oxigeno (EROs) no solo se generan por la respiracion, existen miles de sustancias
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toxicas en el ambiente que son fuente de radicales libres, por ejemplo, cuando el
organismo se somete a la exposicion de radiaciones UV, la contaminacion
ambiental, el exceso de ejercicio, ciertos farmacos, y el humo del cigarrillo, entre
otros, son algunos de los estresores exdgenos a los que estamos expuestos.®

Frente a este problema el organismo se protege contra los radicales libres y
otros oxidantes, utilizando antioxidantes, los cuales son compuestos que detienen
el ataque y la formacion de especies radicalarias dentro de la célula. Existen dos
tipos de antioxidantes: antioxidantes enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos,
los primeros se encuentran dentro del organismo e impiden la formacion de
radicales libres a partir de otras moléculas, si los radicales libres ya existen, estos
antioxidantes se encargan de convertirlos en moléculas menos dafiinas para el
organismo.

El Problema que se planteo en el trabajo de investigacion fue: ¢Cual es el
efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” a
concentracién de 10 % y 20 % sobre la lipoperoxidacion inducida por
fluoxetina, expresado en concentraciones de Malondialdehido en higado en
Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas?

Del mismo modo, la puesta en marcha del presente tuvo como objetivo
general evaluar el efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
sobre la lipoperoxidacién inducida por fluoxetina en higado en Rattus rattus var.
albinus ooferectomizadas, asi como sus respectivos objetivos especificos, como
son: inducir menopausia quirdrgica a través de la ooferectomia en Rattus rattus var.
albinus; determinar el efecto de extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum

“Mashua” en dosis de 1 g/Kg, a concentraciones de 10 % y dosis de 1 g/kg a
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concentracion de 20 % sobre la lipoperoxidacién inducida por fluoxetina en higado;
asi como determinar el efecto de extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum
“Mashua” sobre la memoria espacial medido a través del tiempo de latencia de
escape, tiempo de permanencia y nimero de cruzamientos segun el Laberinto
Acuatico de Morris en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas.

Es por ello que la realizacion del presente trabajo de investigacién conllevd
a plantear la siguiente hipotesis:

El extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” posee efecto
antioxidante, expresado en la disminucion de las concentraciones de

malondialdehido sobre higado en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes Teoricos

Beltran A, Mera J (2013 - 2014)* en su estudio “Elaboracion del tubérculo
mashua (Tropeaolum tuberosum) troceada en miel y determinacion de la
capacidad antioxidante, realizado en Guayaquil — Ecuador”, determinaron la
capacidad antioxidante del tubérculo mashua (Tropaeolum tuberosum) con la
reaccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), mediante el método
espectrofotométrico, con el fin de evaluar la actividad antioxidante de la
muestra (mashua) a la cual se la someti6 a una operacion unitaria de secado
en la estufa con temperatura de 37 grados centigrados hasta alcanzar un peso
constante, posteriormente por determinaciones técnicas y ensayos
espectrofotométricos determinar su capacidad antioxidante; introduciéndose
ademas, el pardmetro llamado eficiencia antioxidante (AOE). Finalmente
quedd determinado tanto técnica como experimentalmente que el tubérculo
mashua (Tropaeolum tuberosum) posee importantes nutrientes y
antioxidantes (neutraliza los radicales libres) capaz de solucionar los
problemas de desnutricion de los nifios y puede alargar el promedio de vida
en el ser humano.

Cuya R (2009)*® menciona en su estudio “Efecto de secado en bandeja y
atomizacion sobre la actividad antioxidante de la mashua (Tropaeolum
tuberosum R & P)”, realizado en Lima, que en los tubérculos de mashua el

contenido de compuestos fenolicos totales se encuentran en un rango de
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0,92 a 3,37 mg/g. Los genotipos ARB-5241, DP-02-24 y AGM-5109 tienen
alto contenido de compuestos fenolicos con 3,37, 3,05 y 2,75 mg/qg,
respectivamente. Los genotipos de mashua de color purpura, presentaron alto
contenido de compuestos fendlicos totales, mientras que los genotipos de
mashua color amarillo presentaron bajo contenido de compuestos fendlicos
totales. El contenido de compuestos fendlicos totales de ARB-5241 fue
comparado con las fresas, usado como una referencia (3,35 mg). La capacidad
antioxidante hidrofilica de la mashua esta relacionada con el contenido de
antocianinas totales y contenido de compuestos fendlicos totales. La baja
correlacion de antocianinas totales con capacidad antioxidante hidrofilica
(r2 = 0,48, p = 0,11); y la alta correlacion entre contenido de compuestos
fenolicos totales y capacidad antioxidante hidrofilica (r2 = 0,84, p = 0,00); la
mayoria son probablemente debido a la presencia de diferentes compuestos
fendlicos en los tubérculos de mashua.

Entre los cultivares de color parpura, ARB-5241 fue el Unico que presento
una alta correlacién entre antocianinas y capacidad antioxidante
(r2 = 0,89; p < 0,01). Los cultivares de color parpura DP-02-24 y
AGM-5109, presentaron una pobre relacion, indicando que, otros compuestos
fenolicos pueden predominar, el efecto antioxidante. Una significativa
correlacion fue observada entre la capacidad antioxidante y compuestos
fenolicos totales, para los cultivares DP-0224, ARB-5241, AGM-5109,
M6COL2C, DP-0215 Y DP-0203 (0,691 < r2 < 0,911, p < 0,01). Estas

diferencias en el coeficiente de correlacidn, sugiere una importante diferencia
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entre los cultivares que podrian ser relacionados para diferentes perfiles de
antioxidantes y compuestos fenolicos.

Blain E, Grazia A, Castellanos L, Archila A, Picott B, Gutiérrez J (2004)® en
su trabajo de investigacion “Efecto de la fluoxetina sobre el higado de ratas”,
realizado en Caracas — Venezuela, mencionan que la fluoxetina ha estado
implicada en algunos casos de alteraciones de aminotransferasas, hepatitis
agudas y hepatitis cronicas serias; pero con el objetivo de averiguar y
evidenciar si produce lesiones hepaticas realizaron un estudio sobre su efecto
en el tejido hepatico de ratas. Usaron 4 grupos de ratas a las cuales se les
administro diariamente durante 4 dias fluoxetina a dosis de 15; 10,5y 2,5 mg,
por via intraperitoneal y un grupo control que estaba en las mismas
condiciones pero no recibia medicacion alguna. Al quinto dia sacrificaron y
extrajeron el higado el cual se fijo en formol y fueron enviados para estudios
histoldgicos, coloreados con hematoxilina y eosina, vistos en microscopia de
luz. En todos los grupos comparados con los grupos controles hubo lesion
hepéatica tanto macroscopicas como microscopicas. Las lesiones fueron
dependientes de las dosis, dichas lesiones van desde balonamiento celular,
congestion sinusoidal focal y edema periportal, pasando por necrosis focal,
fibrosis leve hasta areas extensas de necrosis, dilatacion de la vena central,
proliferacion ductual focal y cambios xantomatosos. Los patrones
morfologicos estan asociados a hepatotoxicidad por drogas, los dafios
hepéticos observados histoldgicamente se incrementaron a medida que la
dosis fue aumentando; esto sugiere que la fluoxetina debe considerarse como

causa potencial de dafio hepatico.
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2.2. Radicales libres
Un radical libre o0 modernamente llamados especies reactivas de oxigeno
(EROS), es una molécula orgénica o inorgénica, en general extremadamente
inestable y, por tanto, con gran poder reactivo. Se puede sintetizar en el
laboratorio, se puede formar en la atmosfera por radiacion y también se forma
en los organismos vivos (incluido el cuerpo humano), por el contacto con el
oxigeno y actlan alterando las membranas celulares y, atacando el material
genético de las células, como el ADN.
Para conseguir la estabilidad modifican a moléculas de su alrededor
provocando la aparicion de nuevos radicales, por lo que se crea una reaccion
en cadena que dafiara a muchas células y puede ser indefinida si los
antioxidantes no intervienen.
Tras la produccion natural de radicales libres por el cuerpo, las cuales llevan
a cabo determinadas funciones y que luego son neutralizadas facilmente por
el propio sistema. Con este fin, nuestro cuerpo ha desarrollado diferentes
mecanismos antioxidantes como enzimas que son las encargadas de
neutralizarlos. Pero a pesar de las multiples lineas del sistema antioxidante,
el nivel de generacion de radicales libres puede exceder la capacidad de la red
de defensa, lo que lleva al estrés oxidativo.

2.3. Efectos nocivos que ocasionan los radicales libres®?
El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre
diferentes macromoléculas:
v’ Lipidos: Es aqui donde se produce el dafio mayor, en un proceso que se

conoce como peroxidacion lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos
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grasos poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana
celular produciéndose edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica o
enranciamiento oxidativo representa una forma de dafio histico que puede
ser desencadenado por el oxigeno, oxigeno singlete, peroxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo. Los &cidos grasos insaturados son
componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son
importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables
al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno.

v" Proteinas: Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, y por ultimo hay formacién de grupos carbonilos.

v Acido desoxirribonucleico (ADN): Ocurren fendmenos de mutaciones y
carcinogénesis, existe pérdida de expresion o sintesis de una proteina por
dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases,
delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas,
reordenamientos cromosémicos y desmetilacion de citosinas del ADN que
activan genes.

El dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida) de
algunos genes supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacion,
progresion, 0 ambas de la carcinogénesis. Los genes supresores de tumores
pueden ser modificados por un simple cambio en una base critica de la

secuencia del ADN.
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Situaciones que aumentan la produccién de radicales libres son:
v" Contaminacién ambiental.
v' Tabaquismo.
v" Dietas ricas en grasas.
v" Exposicion excesiva a las radiaciones solares.
v Ingesta de aceites "vegetales" que fueron refinados, ya que estos
contienen radicales libres al ser sometidos a altas temperaturas.
2.4. Sintesis de radicales libres!’

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular provenientes

de fuentes enzimaticas y no enzimaticas:

Enzimaticas:

v" Transferencia de electrones en la mitocondria, lo cual constituye la fuente
organica principal de radicales libes (RL).

v Enzimas oxidantes como la xantina-oxidasa, la indolamindioxigenasa, la
triptofanodioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa-oxidasa, la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, la monoaminooxidasa y la NADPH
oxidasa.

v" Sistemas transportadores de electrones en el reticulo endoplasmico y las
membranas nucleares.

v’ Peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en oxidasas y que
constituyen una importante fuente de H20,.

No enzimaticas:

v Autooxidacion de flavinas reducidas, tioles y pequefias moléculas como

hidroxiquinonas, catecolaminas y tetrahidropterinas.
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2.5. Estrés oxidativo
La produccion de radicales libres puede aumentar en forma descontrolada,
situacion conocida con el nombre de estrés oxidativo.
El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS o ERO) y la capacidad de un sistema
bioldgico de detoxificar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el
dafio resultante.?
El estrés oxidativo se puede definir como una perturbacion del equilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los
primeros; de modo tal que esta alteracion da lugar a cambios en las
biomoléculas y de hecho, a modificaciones funcionales en los lugares donde
las mismas se encuentren en un momento dado.
Puede decirse entonces que el estrés oxidativo es, en esencia, el efecto
adverso que se produce en la sangre y los tejidos de los seres vivos cuando
existe un incremento de la degradacién de sus biomoléculas causado por
radicales libres de oxigeno.
Dicha lesion oxidativa, cuando se produce en moléculas de gran importancia
bioldgica como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, puede conducir a la
muerte celular. A medida que aumentan nuestros conocimientos en el campo
de los radicales libres, se pone en evidencia su gran implicacion en los
mecanismos patogenicos de muchas enfermedades, sobre todo en las de tipo
cronico.?
Estudios previos correlacionan la existencia entre el estrés oxidativo y la

patogénesis de numerosas enfermedades, tal es el caso de problemas de
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infertilidad tanto masculino como femenino, donde el estrés oxidativo media
la peroxidacion dafiando la membrana de los espermatozoides e induciendo
dafio al ADN nuclear; y en dérgano femenino, afecta el desarrollo de
maduracion folicular, ovulacion y formacién del cuerpo luteo.

La exposicion de la piel a las radiaciones ionizantes afecta la cicatrizacion de
heridas cutaneas producidas por las mismas; también se vinculan a los
oxidantes con otras enfermedades como cataratas oculares, enfermedades
cardiovasculares, enfermedad de Alzheimer, baja proteccion inmunoldgica,
diabetes, ateroesclerosis, artritis reumatoide, y cancer.®

El estrés oxidativo puede producir alteraciones en la mayor parte de las
moléculas organicas (acidos nucleicos, proteinas estructurales y enzimaticas,
lipidos, etc.), siendo los lipidos de las membranas celulares y de las
lipoproteinas de la sangre especialmente susceptibles a la oxidacion.

Los radicales libres atacan los enlaces insaturados del colesterol y de los
acidos grasos mediante un proceso denominado peroxidacion, en el cual se
origina un radical lipidico que propaga y perpetta el proceso oxidativo.**

Es importante tener en cuenta otros factores que desencadenan el estrés
oxidativo, como el tipo de vida y de dieta que actian como prooxidantes; en
cuanto a los factores alimenticios, se conoce que las dietas ricas en grasas
pueden contribuir a un estrés oxidativo debido al incremento de peroxidacién

lipidica.3!
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2.5.1. Dafio a biomoléculas*®
Queda claro que las especies reactivas de oxigeno determinan un dafio
a los diversos componentes celulares. A partir de ese dafio a
biomoléculas, se forman sustancias que indirectamente nos muestran
un grado de estrés oxidativo que existe en el organismo. Puede
asumirse que para cada una de las moléculas susceptibles existe un
marcador representativo que asi lo identifica. Es decir, la accion de los
radicales libres viene determinada, por una parte, por su reactividad
quimica, y por otra parte, por la disponibilidad de un sustrato
susceptible en la vecindad de donde se produce el radical libre.
La acumulacion de compuestos alterados por el resultado de la
reaccion del radical libre es a menudo la explicacion de efectos a largo
plazo, los cuales son dificilmente demostrables como relacién causa-
efecto de la reaccidn de los radicales libres, pero las reacciones de los
radicales libres provocan unos productos cuyo efecto es acumulativo.
2.5.1.1. Dafio oxidativo a gltcidos*®
Los glucidos reaccionan facilmente con los radicales
hidroxilos, los mono y disacaridos resisten la accion de los
radicales libres de oxigeno. La glucosa constituye un
captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir su
accion sobre otras moléculas. La manosa y el manitol son
eliminadores del radical hidroxilo; por ello, se ha observado
que diversos polisacaridos actian como agentes protectores

celulares.
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El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando
se trata de polisacaridos de funcion estructural, ya que los
polisacaridos son despolimerizados por los radicales libres,
dando lugar a procesos degenerativos; un caso especial es el
del &cido hialurénico cuya funcion estructural reside en
mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a
agentes oxidantes (sobre todo radical superoxido) provoca su
fragmentacion, lo que conduce a la desestabilizacién del
tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido
sinovial, como es el caso de la artritis reumatoide.
Se ha observado que la superoxido dismutasa es capaz de
proteger frente a la despolimerizacion del &cido hialurénico,
en el liquido sinovial. Los proteoglicanos estan sujetos a
rotura oxidativa de forma similar.

2.5.1.2. Dafio oxidativo al ADN o DNA
ElI DNA también es susceptible al dafio oxidativo. El oxigeno
es capaz de adicionarse a las bases o al azucar del DNA
formandose el radical peroxilo; las posteriores reacciones de
estas especies radicalarias del DNA dan lugar a un gran
namero de productos.
También se forman puentes cruzados DNA-proteina; el
namero de productos formados a consecuencia del ataque a

las bases del DNA por radicales libres supera la veintena.
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Entre ellos se encuentran la 8-oxoadenina, 8-oxoguanina,
4,6-diamino-5-formamidopirimidina, 5-hidroxicitosina,
2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina, timina glicol
y la 8-hidroxi-2'- deoxiguanosina.

La cantidad del nucledsido 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina en
6rganos o en orina se utiliza como indice del dafio oxidativo
al DNA®

Por otra parte, debemos destacar que el dafio oxidativo
asociado a proteinas y al DNA no debe ser considerado de
manera independiente. La acumulacion de formas inactivas
de enzimas reparadoras del DNA puede aumentar la
acumulacién de dafio oxidativo al mismo, por lo que se
pueden potenciar uno a otro.

Cuando la replicacion del DNA dafiado tiene lugar antes de
la reparacion o cuando un DNA dafiado se repara de manera
incorrecta, tiene lugar una mutacion; asi pues, las lesiones
oxidativas al DNA parecen estar implicadas no sélo en el
envejecimiento celular, sino también en la patogénesis de las
enfermedades asociadas al envejecimiento. EI ADN dafiado
es reparado por enzimas que cortan la parte afectada, que es
entonces excretada por la orina.

Sin embargo, las enzimas reparadoras no son capaces de
eliminar todas las lesiones que se acumulan, lo cual conduce

a un aumento del nimero de mutaciones al DNA con la edad,
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con las consecuencias que de ello se derivan como el
aumento del riesgo de canceres, etc.*®

2.5.1.3. Dafio oxidativo a proteinas®
Todos los aminodcidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles (sobre todo a nivel del grupo carbonilo)
de ser atacados por los radicales libres (principalmente por el
radical hidroxilo).
Dentro de los aminoéacidos fisioldgicos, la tirosina, la
fenilalanina, el triptofano, la histidina, la metionina y la
cisteina son los que mas procesos oxidativos sufren, esta
oxidacion puede dar lugar a un cambio conformacional de la
proteina y, por tanto, a una pérdida o modificacion de su
funcion biologica.
Segun la concentracion de oxigeno presente en el medio, en
condiciones anaerobicas los radicales libres promueven el
entrecruzamiento entre proteinas, mientras que en presencia
de oxigeno los radicales libres provocan la fragmentacion de
la cadena peptidica, con las consecuencias que ambos
procesos suponen sobre el correcto funcionamiento de la
proteina.
Otro mecanismo muy importante de oxidacion de proteinas
estd mediado por los denominados "sistemas de oxidacién de
funcion mixta" o "sistemas de oxidacion catalizada por

metal"”, que poseen como dianas mas comunes los residuos
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proteinicos que contienen arginina, histidina, lisina, prolina

y cisteina.

Otros aminodcidos como histidina, cisteina y metionina,

también sufren dafio oxidativo, pero no forman derivados de

tipo carbonilo. El dafio oxidativo suele ser irreversible y

puede conducir a la desnaturalizacion de la proteina.

Se ha propuesto que la oxidacién de enzimas mediada por

radicales libres, es un paso de marcaje dentro del recambio

proteico, lo que se ve confirmado por las siguientes
observaciones.*®

v’ La mayoria de los tejidos animales poseen una proteasa
alcalina neutra que degrada las formas oxidadas de las
enzimas, pero que apenas tiene actividad sobre las formas
no oxidadas.

v/ La degradacion in vivo de proteinas enddgenas en
mitocondrias de higado y corazon y en eritrocitos se ve
estimulada por la adicién de sistemas generadores de
radicales libres.

v’ La exposicion in vitro de proteinas purificadas a radicales
libres aumenta su susceptibilidad a la degradacion por
proteasas no dependientes de 5'-trifosfato.

El envejecimiento conlleva a la acumulacion de proteinas

dafadas debido a un aumento con la edad de la velocidad de

oxidacion de las mismas, a una disminucion de la capacidad
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de degradar estas proteinas, 0 ambos a la vez. En el caso de
las hemoproteinas, como la oxihemoglobina, el radical
superoxido o el perdxido de hidrégeno pueden reaccionar
con el hierro para formar metahemoglobina y otros productos
de oxidacion. Otra importante hemoproteina, la catalasa, es
inhibida por el radical superéxido.*®
2.5.1.4. Dafio oxidativo a lipidos

Los lipidos, sobre todo los acidos grasos poliinsaturados, son
las biomoléculas méas susceptibles de ser atacadas por
radicales libres. El proceso de ataque oxidativo a los lipidos
se denomina peroxidacion lipidica, generando numerosos
subproductos, entre ellos el malondialdehido, cuya
determinacion en tejidos, plasma u orina es uno de los
métodos de evaluar el estrés oxidativo. La accion de los
radicales libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar
fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados,
provocando su peroxidacion; el resultado es la pérdida de la
flexibilidad y de las funciones secretoras, asi como la ruptura
de los gradientes idnicos transmembrana.

Los radicales libres que pueden iniciar esta reaccién son: el
radical hidroxilo (HOe), el peréxido (ROOe), el alcoxilo
(ROe) y el alquilico (Re). Comienza cuando un radical libre
ataca a un carbono de la cadena alifatica de un acido graso,

se desprende un atomo de hidrégeno, y se forma un radical
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alquilico; esta reaccion se produce significativamente en los
carbonos contiguos a dobles enlaces de é&cidos grasos
poliinsaturados, ya que los radicales formados se estabilizan
por resonancia con el doble enlace.
El radical peroxilo puede obtener un hidrégeno alilico
proveniente de otro metileno de una cadena de &cido graso
cercana lo cual propaga la reaccién iniciada por el radical
hidroxilo. Asi la formacion de una ERO puede generar
muchos lipoperdxidos. Los lipoperdxidos se pueden reducir
mediante glutation peroxidasas de fosfolipidos o ser
eliminados por la accion de fosfolipasas como la fosfolipasa
A2, la cual se ha observado aumentada durante el estres
oxidativo.
La peroxidacion lipidica se considera como un factor muy
importante en el envejecimiento de células aerdbicas. El dafio
oxidativo a los lipidos de membrana constituye, muy
probablemente, un factor importante en la disminucion de la
fluidez de las membranas.*®
La Peroxidacion Lipidica puede dividirse en tres etapas o
fases:
v' Fase de Iniciacion: en la que un radical libre ataca a un
carbono de la cadena alifatica de un acido graso, ocurre la
abstracion de hidrégeno del grupo metileno (-CH2-) unido

a un carbono flanqueado por dobles enlaces de un acido
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graso poliinsaturado, con la formacion de una especie
radicalica (radical alquilico: Le). El hecho de que exista
un doble enlace, debilita los enlaces carbono-hidrogeno
del &tomo de carbono adyacente a dicho doble enlace. Los
radicales formados se estabilizan por resonancia con el

doble enlace.

LH + OH- — L+ + H20

(LH= acido graso, Le = RL centrado en carbono)

v’ Fase de propagacion: en la que ocurre una reaccion en
cadena con la extension del dafio y la formacion de mas
especies radicalicas. La especie radicalica formada en la
primera fase reacciona con el oxigeno y forma un radical
peroxilo (LOO-) que puede reaccionar con otros acidos
grasos poliinsaturados adyacentes Yy originar un
hidroperéxido o lipoperéxido (LOOH) y un radical
alquilico; asi se produce una reaccion en cadena y el dafio
a un namero creciente de acidos grasos.

El LOO: puede abstraer hidrégeno de moléculas con
enlaces débiles como el OH cromanol del a-tocoferol y se
producen una serie de reacciones en las que intervienen el
ascorbato y el glutation reducido que permiten la

regeneracion de la vitamina E.
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v' Fase de terminacion o descomposicion: Consiste en la
interaccion de radicales peroxilo con radicales centrados
en carbono, lo que produce la formacion de
hidroxiperoxidos lipidicos y lipidos con mayor grado de
insaturacion (mayor numero de dobles enlaces). También
es posible la interaccion de radicales centrados en carbono
con las defensas antioxidantes del organismo, lo que
regenera el lipido original con gasto del antioxidante.

Los hidroperoxidos formados se descomponen en etano,
pentano, aldehidos reactivos y cetonas. Los aldehidos
formados, como el malonildialdehido y el
4-hidroxinonenal, pueden reaccionar con proteinas y
acidos nucleicos, lo que determina efectos citotdxicos,
genotodxicos y mutagénicos, asi como un papel patogénico
en varias enfermedades.
2.5.2. Indicadores de estrés oxidativo

Debido a la importancia del dafio que el estrés oxidativo puede

producir en las células y en el organismo, en los ultimos tiempos se ha

intentado encontrar indices que nos permitan determinar el dafio

oxidativo a nivel general (citosol), o particularmente a nivel de

lipidos, DNA y proteinas.

Entre los indicadores propuestos, los mas relevantes son el cociente

glutation oxidado/glutation reducido (GSSG/GSH) como indicador de

dafo oxidativo en el citosol, el malondialdehido y el hidroxinonenal
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como indicadores de dafio a los lipidos asi como pentano y etano

exhalado, 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina como indice de dafio

oxidativo al DNA, y grupos carbonilo y 2-oxohistidina como

indicadores de dafio oxidativo a proteinas.®

2.5.2.1. Indicador de dafio oxidativo a los lipidos

2.5.2.1.1. Malondialdehido e hidroxinonenal

La degradacion de los lipoperdxidos da lugar a la
formacion de una gran variedad de aldehidos. El
ataque de los radicales libres es hacia los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares
y lipoproteinas transformandolos en acidos grasos
peroxidados, los cuales sufren un acortamiento de
su cadena lateral liberando malondialdehido
(MDA), de tal manera que la concentracion sérica
de MDA, es proporcional a los acidos grasos
poliinsaturados oxidados y por lo tanto un buen
indicador de peroxidacion lipidica.
Los indicadores de dafio oxidativo a lipidos mas
empleados de entre los sefialados son el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal.
Se han descrito varios métodos para la
determinacion de malondialdehido; la mayoria de
ellos son poco especificos, puesto que utilizan el

acido tiobarbitdrico como reactivo y éste reacciona
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inespecificamente con todos los aldehidos de las
muestras.

Dichos métodos han sido mejorados gracias a la
separacion del aducto malondialdehido - &cido
tiobarbiturico por cromatografia liquida de alta
resolucion de otras sustancias que puedan
interferir en la determinacion.??

El 4-hidroxinonenal es un producto muy
abundante de la peroxidacion lipidica; las técnicas
convencionales de cuantificacion incluyen la
derivatizacion de la muestra con
dinitrofenilhidracina para formar un aducto estable
y no volatil con el aldehido, y una cromatografia
por H.P.L.C. para separar y cuantificar el pico
correspondiente al 4-hidroxinonenal.?

Otro problema adicional es la inestabilidad del
MDA en solucién debido a su gran volatilidad.
Hoy en dia se prefiere efectuar la determinacion de
los niveles de lipoperdxidos en muestras

bioldgicas.
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Figura 1. Fundamento del método SRTA (Sustancias Reactivas al Acido
Tiobarbitirico) mostrande la reacciéon del MDA (Malondialdehido) conm Acido

Tiobarbitirico (TBA) para producir un derivado de color rosa.

Fuente: Londofio J. Antioxidantes: importancia bioldgica y métodos para medir su actividad.
Desarrollo y Transversalidad serie Lasallista Investigacion y Ciencia. [Articulo en internet]. 2012;
9 (3): 129 - 162. [Fecha de acceso 22 de Mayo del 2015]. Disponible en:
http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/10567/133/3/9.%20129-162.pdf *°

2.6. Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la
oxidacion (pérdida de uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente
sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o &cidos nucleicos. La oxidacion
de dichos sustratos podra ser iniciada por dos tipos de especies reactivas: los
radicales libres, y aquellas sustancias que sin ser radicales libres, son
sustancias suficientemente reactivas para inducir la oxidacion de dichos
sustratos.®

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en
ciertos alimentos pueden bloquear parte de este dafio debido a que estabilizan
los radicales libres. La funcion y efecto que tienen los antioxidantes en la
salud es evitar la oxidacién de sustancias que puedan provocar alteraciones
fisioldgicas. Estudios recientes demuestran que la expresion antioxidante
enzimatica y su actividad se ven drésticamente reducidas en la mayoria de las

enfermedades cutaneas. Sin embargo, los antioxidantes enddgenos pueden ser
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inducidos por fuentes exdgenas, dando como resultado un efecto protector

contra el dafo oxidativo. Los tratamientos con antioxidantes prolongan la

vida en los seres vivos.3!

2.6.1. Sistema de defensas antioxidantes
Como seres humanos estamos expuestos cada instante de nuestras vidas
amoléculas toxicas y altamente reactivas llamadas especies de oxigeno
reactivo o también conocidas como radicales libres, moléculas que
dafian nuestro organismao.
Desde el momento en que somos concebidos hasta el dia que morimos,
la oxidacion (reacciones quimicas que conllevan consumo de oxigeno)
de proteinas criticas, lipidos, &cidos nucleicos y azucares se produce en
cada célula de nuestro cuerpo produciendo radicales libres. Es por ello
que los organismos evolutivamente desarrollaron sistemas de defensa
antioxidante, para poder neutralizar a las especies reactivas de cualquier
elemento.
Las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos metabdlicos
celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones
que producen RL. Esta situacion es incompatible con la vida, a menos
que existan en las células mecanismos de defensa que neutralicen los
radicales libres. A estas defensas se les denomina antioxidantes y se
considera como tal a cualquier sustancia que en concentraciones
normales posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula para

interaccionar con un RL.%
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El antioxidante al colisionar con él, le cede un electrén oxidandose y

transformandose en un RL débil no toxico.

No todos los antioxidantes actian de esta manera, los Ilamados

enziméticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan

sustratos que reaccionan con los RL.3

Un antioxidante, es cualquier sustancia que presente en bajas

concentraciones, retrasa o inhibe la oxidacion. Pueden actuar en las

formas siguientes:

v Disminuyendo la concentracion de oxidantes.

v" Evitando la iniciacion de la reaccion en cadena al “barrer” (cubrir o
detener una reactividad quimica muy alta), los primeros radicales
libres que se forman.

v Uniéndose a iones metalicos para evitar la formacion de especies
reactivas.

v" Transformando los perdxidos en productos menos reactivos.

v" Deteniendo la propagacién y el aumento de radicales libres.

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de

sustancias que al estar presente en concentraciones bajas con respecto

al sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente la
oxidacion de este. Como sustrato oxidable se pueden considerar casi
todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las
células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las

moléculas de ADN.>3
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Estos sistemas antioxidantes disminuyen con la edad, en ciertos
procesos patoldgicos y bajo condiciones ambientales como la
contaminacion atmosférica.
2.6.1.1. Tipos de sistemas de defensa antioxidante
Los mecanismos antioxidantes suelen actuar de forma
coordinada, ejercen su funcion en localizaciones subcelulares
concretas, y se agrupan en dos sistemas de defensa
antioxidante: sistema enzimatico y sistema no enzimatico.
2.6.1.1.1. Sistema antioxidante enzimatico o endégeno3®
Constituye la primera y mejor linea de defensa
contra los radicales libres. Esta integrado por tres
enzimas principales que trabajan en cadena para
desactivar  selectivamente  radicales libres:
superéxido dismutasa, (SOD), catalasa (CAT) y
glutatién peroxidasa (GPx); otras tres enzimas,
glutatién reductasa (GR), glutatién-S-transferasa
(GST) y I'-glutamil cisteinil sintetasa (GCS), sin ser
estrictamente  enzimas  antioxidantes,  estas
colaboran indirectamente con la GPx ya que
contribuyen a regular el pool intracelular de
glutatién reducido (GSH), uno de los principales
antioxidantes celulares no enzimaticos.
v’ Superdéxido dismutasa (SOD): fue la primera

enzima de la cual se conocid que actuaba sobre

Bach. Cruz Olivera, Jocelin Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. Valverde Gomez, Milton Eder 26



Efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” sobre la lipoperoxidacion [
inducida con fluoxetina en higado en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas UPAGU

un radical libre; existen 2 tipos intracelulares de
SOD: la que se presenta en la mitocondria, que
contiene Manganeso en su centro activo
(Mn- SOD) y la del citosol, que tiene iones de
Cobre y Zinc (Cu-Zn-SOD). Esta enzima
convierte el radical libre superdxido (O2) en
peroxido de hidrogeno (H20>); el cual es un
radical libre menos dafino. Entre los radicales
libres el superoxido es el mas poderoso y
peligroso, debido a que su estructura quimica que
requiere 3 electrones para reequilibrarse. Cuando
arrebata esos 3 electrones de otras moléculas, se
crea un desequilibrio mayor que un desequilibrio
producido por un solo electron. La presencia de
la SOD en la mitocondria y el citoplasma asegura
gue muchos de los superdxidos sean convertidos
en perdxido de hidrogeno.

v’ Catalasa (CAT): es una enzima intracelular que
se localiza en el interior de los globulos rojos; es
decir es una hemoproteina tetramérica de amplia
distribucion en el organismo, existe una alta
concentracion en higado y rifion; una baja
concentracion en el tejido conectivo y epitelios;

sin embargo también podemos encontrar una

Bach. Cruz Olivera, Jocelin Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. Valverde Gomez, Milton Eder 27



Efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” sobre la lipoperoxidacion [
inducida con fluoxetina en higado en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas UPAGU

concentracion practicamente nula en el tejido
nervioso. Esta enzima se localiza a nivel celular
en mitocondrias, peroxisomas Yy citosol
(eritrocitos). Para su adecuado funcionamiento
depende del cobre y zinc a nivel citosolico y del
manganeso a nivel mitocondrial. La catalasa,
como parte del sistema antioxidante, esta
involucrada en la destruccion del H,O2 generado
durante el metabolismo celular, dando como
resultado agua y oxigeno. El equilibrio entre la
actividad de la CAT respecto a la SOD es
fundamental para mantener el balance REDOX.
v Glutatién Peroxidasa (GPx): es el principal
antioxidante hidrosolube en el citoplasma de la
célula; esta enzima estd conformada por tres
aminoéacidos: cisteina, glicina y acido glutdmico.
Bioguimicamente es una proteina tetramérica
que posee 4 atomos de selenio y necesita como
sustrato esencial al glutation. La GPx se
encuentra ampliamente extendida por los tejidos,
siendo el antioxidante con mayor concentracién
intracelular. Dicha enzima cataliza la reduccion
del peréxido de hidrogeno o lipoperéxido,

utilizando como agente reductor el glutation
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reducido (GSH), el cual es capaz de conjugarse
con compuestos  potencialmente  tdxicos,
provenientes de la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados y de reacciones cataliticas de la
enzima lipooxigenasa; de esa manera permite la
solubilidad y facilita su excrecion biliar. Por esta
razén, es importante mantener niveles altos de
glutatién, lo cual puede facilitarse mediante la
ingesta de aminoacidos sulfurados (metionina y
cisteina).
2.6.1.1.2. Sistema antioxidante no enzimatico o exdgeno
Esta integrado por una serie de sustancias que, aun
estando presentes a bajas concentraciones, en
presencia de compuestos oxidables (como ADN,
proteinas o lipidos), se oxidan antes que éstos, y
retrasan, inhiben, amortiguan o previenen su
oxidacion, la produccion de radicales libres o los
efectos deletéreos de éstos. El sistema antioxidante
no enzimatico incluye una larga serie de compuestos
de bajo peso molecular, siendo los mas importantes
el glutation reducido, la vitamina E  (a-tocoferol),
la vitamina C (acido ascérbico y la vitamina A

(trans-retinol/R-caroteno).
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Ademas, los flavonoides, éacidos fendlicos, acido
a-lipdico, &cido drico, bilirrubina, algunos azucares
y aminodcidos, coenzima Q o ubiquinona y varios
derivados de ésta y una hormona, la melatonina,
también forman parte de los antioxidantes no
enzimaticos. EI manganeso, selenio, cobre, hierro y
otros minerales, al ser parte del sitio activo de las
enzimas antioxidantes, juegan un papel importante
en la defensa mediada por enzimas, sin ser
verdaderos antioxidantes.**

v' Vitamina C: es un importante antioxidante
hidrosoluble que actGa potenciando el efecto de
otros antioxidantes tales como la Vitamina E vy el
selenio. Dicha vitamina no se sintetiza en el
organismo, por lo que debe ser consumida a través
de los alimentos. Sus principales funciones son
neutralizar el oxigeno singlete (O2), capturar
radicales hidréxilos y aniones superéxido y
regenerar la forma oxidada de vitamina E una vez
que esta ha reaccionado con un radical libre.
Disminuye la peroxidacion lipidica.®®

v' Vitamina E: es un conjunto de compuestos
fendlicos conocidos como  tocoferoles 'y

tocotrienoles. El alfa tocoferol es el mas activo y
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ampliamente distribuido; este es un antioxidante
lipofilico que se localiza en las membranas
celulares; su absorcion y transporte se hallan muy
vinculados con los lipidos. EI tocoferol es
considerado como el més importante protector de
las moléculas lipidicas, ya que su accidn consiste en
proteger de la peroxidacion a los &cidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana
celular y también inhibir la peroxidacion de las
LDL.

El tocoferol neutraliza el oxigeno singlete, captura
radicales libres hidréxilos, neutraliza peréxidos y
captura anion superoxido para convertirlo en formas
menos reactivas.

v Selenio: facilita la absorcion de la vitamina E;
protege a las células frente al radical superdxido y
aumenta la actividad de algunas enzimas
antioxidante (seleno enzimas), entre ellas la
glutatién peroxidasa. Algunas fuentes de selenio son
las carnes, pescados, mariscos, cereales, ajos,
champifiones y esparragos.

v Zinc: participa en la regulacién del estrés oxidativo,
induce la produccion de metalotioneina, que es muy

rica en cisteina y es un excelente atrapador de
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radicales hidroxilo. El zinc, al competir tanto con el
hierro como con el cobre por la fijacién a la
membrana celular disminuye la produccién de
dichos radicales.
v' Manganeso: forma parte de la estructura de la
enzima superoxido dismutasa, protege contra la
peroxidacion lipidica, atrapa radicales hidréxilo y
superoxido e induce la sintesis de metalotioneinas.®®
2.7. Estreés oxidativo y Menopausia
La menopausia es un proceso normal en la vida de las mujeres; es el dltimo
periodo que marca el cese (espontaneo o artificial) de la funcion normal y
ciclica de los ovarios, en la que existen varios cambios hormonales que
culminan con la desaparicion de la menstruacion por un espacio mayor de un
afio, como consecuencia de la perdida de la funcion ovarica.*® El proceso
normal de envejecimiento altera la funcion de los ovarios y disminuye la
produccidn de estrogenos; los estrégenos se encargan de varias funciones en
el cuerpo, las cuales se ven afectadas por la menopausia.
El momento de su presentacion esta determinado genéticamente y ocurre en
promedio, entre los 45 y 55 afios; no se relaciona con la raza ni el estado de
nutricion; sin embargo, ocurre antes en la mujer nulipara, fumadora, que
habita en la altura y en aquellas que han sido sometidas a histerectomia.*®
El estrés oxidativo también esta involucrado en la patogénesis de los sintomas
menopausicos, tales como las alteraciones vasomotoras; estas alteraciones

incluyen accesos repentinos de calor o sudoracion nocturna: la tasa
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metabdlica aumenta temporalmente, lo cual a menudo causa sudoracion,
panico e irritabilidad. A lo largo de la menopausia ocurren repetitivos
episodios de alteracion vasomotora, cuyo resultado es la prolongada
elevacion de la tasa metabolica. Se ha demostrado que este aumento
contribuye al estrés oxidativo en cuanto representa un obstaculo para los
antioxidantes y su funcion en la neutralizacion de los radicales libres.?°
Durante el climaterio o etapa perimenopausica, el cuerpo y metabolismo de
una mujer cambia de forma importante, y los mecanismos que regulan el
estrés oxidativo no son la excepcion. En los Gltimos afios se han realizado
estudios que ligan esta disminucidn en los niveles de estrégenos, con cambios
en el comportamiento oxidativo/antioxidativo de la mujer, sin embargo, el
panorama adn no esta claro.?!

Los niveles fisioldgicos de las especies reactivas de oxigeno (EROs) tienen
un rol regulador importante, por diversas vias de transduccion de sefial, tanto
en la foliculogénesis, maduracion del ovocito, ciclo endometrial, lutedlisis,
implantacion, embriogénesis, embarazo y menopausia.

La generacion persistente y elevada de EROs lleva a una alteracién del
potencial rédox, que a su vez causa estrés oxidativo, con disminucion del
potencial celular en la capacidad reductora de los pares rédox (reacciones
reduccion - oxidacién de transferencia de electrones), responsable de su
deterioro y envejecimiento cuando sobrepasa de manera descontrolada los
limites que establecen los mecanismos antioxidantes.*

Escalante C, Quesada S, Zeledon F (2009) en su estudio Perfil oxidativo de

la mujer menopausica: Papel de los estrogenos en la prevencion y tratamiento
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de las enfermedades; lograron demostrar que el nivel de estrés oxidativo,
representado por los niveles plasmaticos de 4-hidroxynenal y
malondialdehido; los cuales son un producto de desecho de la oxidacion de
los lipidos, y la capacidad oxidativa de LDL del plasma, se encuentra
aumentado significativamente en la mujer posmenopausica comparada con la
“fértil”.?

Las hormonas sexuales tienen propiedades antioxidantes; pero la dificultad
en estudiar el rol del estrés oxidativo en las mujeres ha sido en parte debida a
la fluctuacion de dichas hormonas enddgenas durante el ciclo menstrual. La
actividad antioxidante de los estrogenos, algunos fitoestrégenos y la
restriccion caldrica en estudios experimentales podria ser atribuida a su
capacidad de aumentar los niveles de estradiol, el cual es un antioxidante que
actiia como un barrendero de especies reactivas de oxigeno.*

En los dltimos diez afios, la terapia de reemplazo hormonal (TRH), como
tratamiento de los sintomas climatéricos, ha tenido un gran auge. Ademas de
sus efectos sobre los sintomas climatéricos, la terapia de reemplazo con
estrdgenos exdgenos se ha mostrado beneficiosa en algunas patologias como
la osteoporosis.?*

Se ha demostrado que la marcada reduccion de estrogenos aumenta los
niveles de estrés oxidativo en el organismo, dependiendo de la concentracién
y estructura quimica de la hormona. Los estrogenos en altas concentraciones
tienden a tener un efecto antioxidante benéfico, inhibiendo la oxidacion de la
guanina en el ADN. Por el contrario, a bajas concentraciones, esta hormona

tiene efectos prooxidantes, los cuales incluyen ruptura del material genético,
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formacion de aductos de ADN y oxidacion de las bases. Adicionalmente, se
ha encontrado que las concentraciones séricas de citoquinas inflamatorias y
de biomarcadores prooxidantes, tales como el glutatién, son mas altos en
mujeres en edad posmenopausica que en mujeres en edad premenopausica.
La elevacion de las citoquinas inflamatorias y los marcadores prooxidantes
sugiere la existencia de un alto grado de estrés oxidativo en el estado
posmenopausico.?°
2.8. Estreés oxidativo y Neurodegeneracion

El estado de estrés oxidativo juega un papel crucial en la fisiopatologia de
enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer, Parkinson,
Huntington y esclerosis lateral amiotrofica. En todas estas condiciones se han
observado un incremento de marcadores de dafio oxidativo, los cuales
involucran oxidacion de proteinas, lipidos, DNA e incluso de RNA. Una gran
cantidad de evidencias indican que el incremento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno, un déficit en las defensas antioxidantes, asi como la
disminucion en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del DNA, la
protedlisis, y la pérdida de regulacion del sistema inmune, son factores que
contribuyen primariamente al aumento de estrés oxidativo y llevan al dafio
cerebral progresivo.

La enfermedad de Alzheimer, es un desorden de placas y marafias fibrilares,
la enfermedad de Parkinson, se caracteriza por una disminucion de neuronas
dopaminérgicas, el mal de Huntington, en una pérdida de neuronas
neoestriatales, y la esclerosis lateral amiotrofica, es una enfermedad de las

neuronas motoras, que difieren en las vias y estructuras involucradas. Sin
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embargo, dichas enfermedades también tienen caracteristicas en comdn, que
incluyen inflamacion, mutaciones genéticas, agregados inapropiados de
proteinas (cuerpos de Lewy, placas amiloides), activacion glial, disfuncion
mitocondrial y estrés oxidativo, que finalmente conducen al deterioro
progresivo  que  presentan los  pacientes con  enfermedades
neurodegenerativas.*

El genoma mitocondrial tiene una participacion esencial en la patogénia de
estas enfermedades basado en la observacion del descenso en la actividad del
complejo de la cadena respiratoria, defectos asociados al desequilibrio
oxidante-antioxidante en los que se supone subyacen alteraciones en el
metabolismo energético que inducen degeneracion celular. EI DNA
mitocondrial se localiza cerca de la membrana interna donde las especies
reactivas de oxigeno se producen como consecuencia de la respiracion
mitocondrial, y asi se convierte en una de las dianas inmediatas que llevaran
al dafio oxidativo y las consiguientes mutaciones. Se ha comprobado que la
disfuncion mitocondrial y la apoptosis intervienen de una forma muy
importante en el desarrollo y progresion de las enfermedades mitocondriales
y degenerativas.

El DNA mitocondrial (DNAmit) al acumular mutaciones repercute en la
expresion y la actividad anémala de proteinas implicadas en la sintesis de
ATP desacoplando la cadena de transporte electrénico con la fosforilacion
oxidativa y generando mas EROS. La sobreproduccion de especies reactivas
de oxigeno por las mitocondrias disfuncionales puede causar dafio oxidativo

en las células produciendo alteraciones en sus funciones bioguimicas y
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fisiologicas y alterar los perfiles de la expresién genética llevando a las
células a la apoptosis. Ademas el déficit de histonas protectoras en el DNAmit
tiene como consecuencia la mutacion y el dafio oxidativo a esta molécula.
Tanto en el sistema nervioso central como en el periférico, los
oligodendrocitos y sus precursores son vulnerables a la inflamacion, estrés
oxidativo y a la elevada concentracion de glutamato que puede derivar en
excitotoxicidad. La excitotoxicidad esta relacionada con la muerte neuronal
producida por la activacion de receptores de los aminoacidos excitadores
(glutamato) que provoca la entrada de calcio a la célula, a la mitocondria,
disfuncion metabolica y la produccion de radicales libres que interfieren en
una de las funciones mas importantes de las mitocondrias que es el control de
las vias especificas de la apoptosis.

Asi estas células comienzan a ser disfuncionales o mueren en mdaltiples
patologias que incluyen enfermedad de Alzheimer, lesiones de la médula
espinal, enfermedad de Parkinson, hipoxia e isquemia cerebral.

El cerebro, como bien sabemos, es particularmente susceptible al dafio
oxidativo por su elevado ratio de consumo de oxigeno, por su alta demanda
de energia, gran abundancia de acidos grasos poliinsaturados y lipidos y su
relativa capacidad antioxidante respecto a otros 6rganos. Generalmente, el
2% del oxigeno consumido por las células durante la fosforilacion oxidativa
se convierte en ROS, sin embargo este debe ser mayor en los sujetos con
deficiente fosforilacion oxidativa como es el caso de la enfermedad de
Alzheimer sugiriendo que el dafio oxidativo puede ser un hecho precoz en la

patogenia de esta enfermedad.'*
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2.9. Fluoxetinay estrés oxidativo
La fluoxetina fue la primera molécula de una nueva generacion de
antidepresivos, los Inhibidores Selectivos de la Recaptacion de Serotonina
(ISRSs). Es el paradigma recurrente para el desarrollo de cualquier terapia
nueva en el tratamiento de la depresion.*’
Dicho medicamento fue aprobado por la Administracion de Alimentos y
Farmacos de Estados Unidos en diciembre de 1987 y se introdujo en la
practica clinica en enero de 1988, es ahora un agente de primera linea comun
en el tratamiento de la depresion.*
Las concentraciones plasmaticas maximas de fluoxetina semanal se alcanzan
después de 6 a 8 horas (contiene particulas con cobertura entérica que resisten
a la disolucién lo que retrasa el comienzo de la absorcion en 1 6 2 horas en
comparacion a las formas de liberacion inmediata), la ingesta de alimentos no
influye en la absorcién. Fluoxetina se distribuye ampliamente, unida a
proteinas plasmaticas, se metaboliza principalmente en el higado a
norfluoxetina. Se excreta en orina y la semivida de eliminacion de fluoxetina
inalterada es de 4 a 6 dias, siendo la de su metabolito activo de 4 a 16 dias
(ambas pueden aumentar en pacientes con deficiencia en el isoenzima 2D6
del sistema citocromo P450).
En comparacion con fluoxetina diaria, fluoxetina semanal provoca
fluctuaciones mayores de las concentraciones plasmaticas y las
concentraciones estables son 50 % menores. Tanto fluoxetina y su metabolito

hepético, norfluoxetina, son inhibidores especificos de la recaptacion de
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serotonina en el sistema nervioso central, aumentando la neurotransmision de
la serotonina y efectos secundarios cardiovasculares.

Al igual que en los tejidos humanos, la fluoxetina y norfluoxetina son
extensamente distribuidos en los tejidos de ratas. Cuando este farmaco se
administra por via intraperitoneal, su metabolito logra alcanzar rapidamente
una concentracion mas alta en érganos tales como higado, pulmén y cerebro.
Fluoxetina ha demostrado ser clinicamente util como antidepresivo y en el
tratamiento del trastorno obsesivo compulsivo, bulimia, y obesidad.

El uso de fluoxetina en estas indicaciones incluye la posibilidad de que los
pacientes pueden tener otras enfermedades, como insuficiencia renal o
insuficiencia hepatica. La dosificacion terapéutica de dicho medicamento
causa significativamente menos efectos secundarios anticolinérgicos y no
parece causar los efectos secundarios cardiovasculares observados en la
terapia con antidepresivos triciclicos. Los modelos animales han demostrado
cambios hepatociticos en ratones, con cambios grasos y la ampliacion de
hepatocitos.?’

Una caracteristica comun de todos los inhibidores selectivos de la recaptacion
de serotonina (ISRS) es que se cree que actian como farmacos antidepresivos,
debido a su capacidad de bloquear de forma reversible la recaptacion de la
serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) en la hendidura sinaptica. En
consecuencia, el comportamiento farmacocinético de los medicamentos
puede ser muy diferente, y estas diferencias farmacocinéticas puede tener una

gran influencia en sus perfiles clinicos de accion.>
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La fluoxetina, es un medicamento que contiene flGor en su molécula, que
inhibe selectivamente la recaptacion de serotonina, se ha demostrado que la
exposicion al fldor (F) induce a la produccion excesiva de radicales libres y
afecta el sistema de defensa antioxidante. La muy alta electronegatividad del
fluor puede modificar la distribucion de electrones en estas moléculas, lo que
afecta su absorcion, distribucion y metabolismo.

La incorporacion de fldor en un compuesto biologico activo altera los
parametros electrénicos y lipofilicos del compuesto y puede aumentar
criticamente la actividad bioldgica, guimica, estabilidad metabdlica, y la
biodisponibilidad. El beneficio de medicamentos fluorados en medicina
humana esta muy bien establecido; sin embargo, se sabe poco acerca de los
peligros de estos compuestos para la misma.

Se ha demostrado previamente que fluoxetina reduce la ingesta de alimentos
y por lo tanto el peso corporal en ratas durante los regimenes de tratamiento
subcrénicas y cronicas, un efecto aparentemente mediado por impacto de
fluoxetina en vias de sefializacion de serotonina.

Las transaminasas (ALT y AST) son enzimas que a menudo son indicativos
de lesion hepatica tdxica, un aumento en la actividad de las transaminasas en
sangre es un indicador sensible del dafio citoplasmatico y/o de las membranas
mitocondriales; el aumento en la actividad de la ALT (Alaninotransferasa)
parece indicar enfermedades hepaticas y es mas especifica para lesiones
hepéticas en comparacion con los niveles de AST (Aspartato transferasa),

debido a la localizacién celular de esta enzima.
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Las células del higado contienen méas de AST que ALT, pero ALT se limita
al citoplasma donde su concentracién es mayor que la de AST. La transferasa
glutation S (GST) son una familia de enzimas de desintoxicacion que se
encuentran en el citosol de la mayoria de las células; la actividad de GST es
un indice preciso de dafio hepatico. En conclusion, el aumento de las
actividades de ALT, AST y, GST sugieren lesion hepética grave resultante de
la administracion de fluoxetina.?’
2.10.Mashua (Tropaeolum tuberosum)*

La mashua es uno de los tubérculos mas importantes después de la papa,
olluco y oca; se cultiva en los valles himedos de la zona andina de Perd,
Colombia, Argentina, Ecuador y Bolivia. Se menciona que la planta
hereditaria es de la meseta peruano - boliviano. Pero ahora puede encontrarse
en lugares tan lejanos como Canada, Europa y Nueva Zelanda. Entre los
tubérculos andinos, la mashua es de mayor rendimiento, la planta produce sus
mejores cosechas y alto rendimiento entre 3500 y 3800 m.s.n.m. Los
rendimientos de la mashua han superado a los de la papa en dos por uno y
crece en suelos pobres y sin fertilizantes.

La mashua es una planta herbacea perenne, semirrastrera o trepadora que
alcanza los 2 metros de altura. Produce tubérculos comestibles, perfumados
y de sabor algo fuerte que miden entre 5y 15 cm de largo. Se han reconocido
méas de cien variedades de mashua que varian entre blanco, amarillo,
anaranjado, violeta, rojizo o pdrpura oscuro, muchas veces punteadas como

rojo brillante y con lineas moradas. Los tubérculos tienen forma elipsoidal y
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amenudo estan ramificados. Sus tallos aéreos tienen forma cilindrica, muchas
ramificaciones y color purpura claro.
Sus hojas son alternas de color verde con puntas rojas y pueden agruparse
alrededor de un soporte. Las flores son bisexuales tienen matices que van del
naranja al escarlata y es polinizada por insectos y por pajaros.
2.10.1. Origen
La mashua es un cultivo de alta sierra, aparentemente originaria de los
Andes Centrales, es una planta cultivada desde la época prehispanica
en los Andes y esta representada en la ceramica de esos tiempos.
En el Perd es cultivada en pequefias escalas, entre los 3500 a
4100 m.s.n.m., su distribucion abarca desde Colombia hasta
Argentina, siendo consumida mayormente en el Ecuador, Peru y
Bolivia. Los Andes es una zona de agricultura tradicional, es probable
que ciertas condiciones ecoldgicas de los Andes centrales, por
ejemplo, la marcada estacionalidad anual en cuanto a temperaturas o
precipitaciones, hayan favorecido la evolucion de especies con
Organos subterraneos almacenadores.
En la actualidad se conoce que ha sido introducida con éxito en Nueva
Zelanda. Aln en estos dias, entre los 2900 y sobre los 3000 m.s.n.m.
se encuentran especies silvestres que podrian ser los ancestros de este
cultivo.*
En los Andes del Ecuador, la mashua se cultiva actualmente en las
pequefias parcelas de indigenas y campesinos, asociada con melloco,

oca y papas nativas por lo que resulta dificil conocer su area cultivada
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y produccién. Desde el punto de vista agrondmico la mashua es muy
rastica porque se cultiva en suelos pobres, sin uso de fertilizantes y
pesticidas quimicos o sintéticos; y aun en estas condiciones, su
rendimiento puede duplicar el de la papa.
La asociacion con melloco, oca y papas nativas se explicaria por los
principios de control nematicida e insecticida que posee la planta; a
los tubérculos se les atribuyen propiedades anafrodisiacas desde la
época de los incas, que la incluian en la alimentacion de sus
soldados.>
2.10.2. Clasificacién taxondmica y Descripcion botanica

v" Reino: Plantae

v Divisién: Magnoliophyta

v" Clase: Magnoliopsida

v" Orden: Brassicales

v' Familia: Tropaeolaceae

v' Género: Tropaeolum

v Especie: Tropaeolum tuberosum

Descripcion Botanica*

Es una planta herbacea, de tallos cilindricos y habitos rastreros como
el mastuerzo, tiene crecimiento erecto cuando es tierna y de tallos
postrados con follaje compacto cuando madura. Esto le permite

competir ventajosamente con las malas hierbas.
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Las hojas son alternas, de 3 - 5 I6bulos, con nervaduras pronunciadas,
las flores son solitarias de diferentes colores que van de anaranjadas o
rojizas, el numero de estambres es variable puede ser de 8 - 13. El
tiempo de duracion de la flor abierta varia entre 9 a 15 dias. El fruto
es esquizocarpo, el cual produce abundante semilla boténica,
generalmente al igual que en otros tubérculos andinos ocurre el
fendmeno de la fascinacion.
Los tubérculos, son parecidos a la oca pero se les diferencia porque
tienen forma cénica alargada, de yemas profundas, son de color
variado: gris, blanco, amarillo, rojizo, morado y negro, generalmente
CON jaspes 0Scuros, rayas o pintas cortas, moradas o pdrpuras, y mayor
concentracion de yemas en la parte distal. El tubérculo es arenoso y
posee un sabor fuerte que lo hace menos apetecible que la oca.
2.10.3. Rendimiento y usos*
Rendimientos sobre 70000 Kg/ha, han sido registrados en parcelas
experimentales en Ecuador y Cuzco.
El informe técnico anual del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP — Ecuador) (1989) sefiala que entre el melloco,
la oca y la mashua, éste ultimo fue el cultivo con mayor rendimiento
y puede ser considerado como el mas promisorio desde el punto de
vista agronémico, aunque es el menos apetecido por los consumidores
en comparacion con los otros tubérculos, debido a su sabor
astringente. El mas alto rendimiento fue de 74666 Kg/ha, rendimiento

que supera a cualquier otro tubérculo andino incluyendo a la papa.
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La mashua se cultiva con el objeto de aprovechar los tubérculos como
alimento, con fines medicinales y ornamentales, la mashua se destina
una cierta cantidad para el consumo animal y otra cantidad se destina
para el consumo humano, y se utiliza como ingredientes en sopas,
guisos, encurtidos, mermelada, postres.
En nueva Zelanda, aparte de consumir sus tubérculos en sopas y
estofados, también son consumidas con agrado por adultos y nifios del
area rural sancochada en una pachamanca, o en el horno, adquiere un
sabor especial semejante al camote.
Actualmente la mashua es muy escasa debido a que tiene poco valor
comercial, ya que no es muy apreciado por el hombre porque tiene un
sabor picante cuando esta cruda, debido a los isotiocianatos (presentes
también en rabanos, nabos); en cocido pierde su textura y se puede
volver incluso dulce.

2.10.4. Fitosanidad y Fisopatias
La mashua repele muchos insectos, nematodos y otros patdgenos;
ademas es muy ruastica por esta razén puede cultivarse en suelos
pobres y sueltos, de pH ligeramente acido entre 5 - 6, aunque también
entre pH 5,3 - 7,5; sin fertilizantes ni pesticidas.
La asociacion con melloco, oca y papas nativas se explicaria por los
principios de control nematicida e insecticida que posee la planta por

la presencia de un alto rango de fitoquimicos.
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2.10.5. Composicion Quimica y Nutricional de la mashua*
El andlisis quimico de la mashua en estado fresco revela que presenta
importantes compuestos como: vitaminas, proteinas, grasas,
carbohidratos, y calorias que son muy importantes para el consumo;
asi también podemos observar valores altos de humedad, fosforo y
acido ascdrbico; demostrando asi que es un tubérculo importante para
la dieta diaria.
La mashua es muy nutritiva, contiene cerca de 20 % de sélido y
proteina alrededor de 16 % en materia seca, es un alimento valioso y
barato debido a su alto rendimiento. Sin embargo la proteina es
altamente variable, dependiendo mucho de la variedad.
La mashua contiene unas cantidades elevadas de amino&cidos
esenciales como lisina, aminoacido limitante en muchos cereales y
leguminosos; debido a la cantidad de agua variable entre especies,
86 % y 92 %, es necesario expresar los valores en base a la materia
seca 0 presentar de manera simultanea el contenido de humedad. Es
importante sefialar que otros factores aparte de la variabilidad genética
como son las précticas culturales, el clima y el tipo de suelo, pueden
influir en las caracteristicas del material en estudio.
Los tubérculos de mashua tienen alrededor del 15 % de proteinas, es
rico en beta caroteno, en minerales como el K, P, Fe, Mn, Zn, Cu y
tienen propiedades antioxidantes como el é&cido ascérbico
(vitamina C), en el cual se pueden encontrar cantidades de hasta

67 mg por 100 g en materia fresca; pero el contenido puede variar de
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6,9 % a 159 % en materia seca. Ademas de proporcionarnos
carbohidratos; el almacenamiento de éstas, aumenta la dulzura, esto
se debe a la hidrolizacion de los almidones en azUcar.

La presencia de glucosinatos en este tubérculo tiene efectos
beneficiosos para el sistema inmunoldgico y podrian proteger al
organismo humano contra el cancer, pero, al mismo tiempo, podrian
tener efectos perjudiciales sobre el sistema nervioso cuando se

consumen en grandes cantidades.?

TABLA N° 01: COMPOSICION QUIMICA DE LA MASHUA

BASE HUMEDA (BH) BASE SECA (BS)

COMPONENTES (1) (2) (3) (4) (5)
Rango Promedio Promedio Rango Promedio

Humedad (%) 79,10 - 88,8 87,4 86 78,3-92,4 -
Carbohidratos (g) - 9,8 11 -
Proteinas (g) 1,13-2,65 15 1,6 6,9 - 15,7 11,4
Grasa (g) - 0,7 0,6 01-14 4,3
Ceniza (g) 0,56 - 1,08 0,6 0,8 42-6,5 57
Fibra (g) - 0,9 0,8 7,8-8,6 -
Azucares () 5,37-9,33 - - - -
Potasio (mg) 1,28-1,76 - - - -
Fosforo (mg) 0,61-0,83 29 42 - 300
Calcio (mg) - 12 7 - 50
Hierro (mg) - 1,0 1,2 - 8,6
Vitamina A (mg) - 1,5 - 214
Tiamina (mg) - 0,10 0,06 - 0,46
Riboflavina (mg) - 0,12 0,08 - 0,57
Niacina (mg) - 0,67 0,6 - 4,3
Vitamina C (mg) - 77,5 67 - 476

Fuente: Beltran A, Mera J. Elaboracion del tubérculo mashua (Tropaeolum tuberosum) troceada en
miel y determinacién de la capacidad antioxidante. [Tesis para obtener el Titulo de Ingeniero
Quimico] Guayaquil — Ecuador: Universidad de Guayaquil, Facultad de Ingenieria Quimica. [Tesis
en Internet]. 2013 [Fecha de acceso 03 de Agosto del 2016]. Disponible en:
http://repositorio.ug.edu.ec/bitstream/redug/3504/1/1095.pdf *
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2.10.6. Capacidad antioxidante y metabolitos secundarios de la mashua*
Los compuestos antioxidantes son esencialmente importantes para los
seres Vivos, porque tienen la capacidad de proteger las células contra
el dafio oxidativo, evitando el envejecimiento y muerte celular. La
accion antioxidante presente en plantas es importante debido a que
puede ayudar a las personas a combatir enfermedades provocadas por
una reaccion de radicales libres o especies reactivas del oxigeno,
nitrégeno o hierro. Los radicales libres son moléculas con un electron
desapareado, capaces de favorecer reacciones en cadena muy dafiinas
para el organismo, desencadenando un fenémeno conocido como
estrés oxidativo.

El mecanismo de accion de los antioxidantes puede ser:
v" Preventivo, evitando la formacion de radicales libres.
v’ Reparador, mediante la reparacion endégena del dafio causado
por los radicales libres.
v’ Secuestrador de radicales libres (vitamina E, vitamina C,
betacaroteno, flavonoides).
Entre los antioxidantes méas conocidos figuran los tocoferoles, el acido
ascorbico, los flavonoides (quercitina, robinutina, luteolina,
catequinas, entre otros), antocioaninas, carotenoides, acidos fendlicos
(&cidos cafeico, ferulico, galico, clorogénico). El contenido de estos
compuestos en los vegetales queda determinado por numerosos
factores, entre los que se pueden mencionar: la especie, variedad,

condiciones de cultivo y maduracion.
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Las cantidades de flavonoides y polifenoles en alimentos como frutas
y vegetales, son mucho méas altas que las cantidades de otros
antioxidantes como las vitaminas C y E, lo cual hace de estos
compuestos los principales antioxidantes adquiridos en la dieta
humana.
2.10.6.1.Contenido de Compuestos Fenolicos Totales
Cuya R (2009)*® sefiala en su estudio “Efecto de secado en
bandeja y atomizacion sobre la actividad antioxidante de la
mashua (Tropaeolum tuberosum R & P)”, Lima, que en los
tubérculos de mashua, el contenido de compuestos fenolicos
totales, se encuentran en un rango de 0,92 a 3,37 mg/g. Los
genotipos de mashua de color purpura, presentaron alto
contenido de compuestos fenolicos totales, mientras que los
genotipos de mashua de color amarillo presentaron bajo
contenido de compuestos fendlicos totales.
El contenido de compuestos fendlicos totales fue comparado
con las fresas, usado como una referencia (3,35 mg/qg).
2.10.6.2.Antocianinas Totales
Las antocianinas totales del genotipo de la mashua
pigmentadas se encuentran en un rango de 0,5 a 2,05 mg. Las
antocianinas totales de los tubérculos de mashua parecen
tener un componente significativo de compuestos fenolicos
totales en los genotipos pigmentados. Por ejemplo, la

relacion de las antocianinas totales entre el contenido de
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compuestos fendlicos totales, el rango de la fraccion se
encuentra entre 0,3 y 0,67.18

2.10.6.3.Carotenoides totales'®
Los tubérculos de mashua contienen carotenoides totales que
se encuentran en un rango de 1 a 25 ug de B-caroteno. Los
contenidos de carotenoides de los tubérculos de mashua son
relativamente elevados, comparado con la papa comercial y
nativas; también es comparado con el contenido de papaya
(4,08 ng).
Sin embargo, el contenido de carotenoides totales de la
mashua es reducido respecto al tomate (56 - 210 pg), mango
(74,3 pg) y zanahoria (90 £ 16 pg).
Los valores altos de carotenoides totales fueron siempre
observados en los cultivares con bajo contenido fendlico. Un
incremento gradual en contenido de carotenoides fue
observado durante el desarrollo del tubérculo entre los
cultivares amarillos y el cultivar parpura, los valores altos se
obtienen en maduracion completa. A lo largo de la
maduracion los cultivares amarillos incrementan en un rango
de 1,25 a 3,8 respectivamente. Los cultivares purpuras
presentan valores casi constantes durante el desarrollo del
tubérculo, a la vez que las variedades amarillas contienen alto

contenido de vitamina A.
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra
3.1.1. Unidad de anélisis
3.1.1.1. Material boténico
Se utilizé tubérculos de Tropaeolum tuberosum “Mashua”,
obtenido en el Distrito de la Encafiada, Provincia Cajamarca,
Departamento Cajamarca — Per.
3.1.1.2. Animales de Experimentacion
Especimenes hembras Rattus rattus var. albinus
ooferectomizadas con lipoperoxidacion inducida por
fluoxetina.
3.1.2. Universo
Tubérculos frescos de Tropaeolum tuberosum “Mashua”, obtenido en
el Distrito de la Encafada, Provincia Cajamarca, Departamento
Cajamarca — Peru.
3.1.3. Muestra
Extracto acuoso preparado a partir de 500 g de tubérculos frescos de
Tropaeolum tuberosum “Mashua”, obtenido en el Distrito de la

Encafada, Provincia Cajamarca, Departamento Cajamarca — Perd.
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3.2. Métodos de investigacion
3.2.1. De acuerdo al fin que persigue
v' Baésica: Esta investigacion estuvo encaminada a la resolucion de
problemas practicos, buscando el conocimiento puro por medio de
la recoleccién de datos, de forma que afiade informacion que
profundiza cada vez los conocimientos ya existentes.
3.2.2.De acuerdo a la técnica de contrastacion
v Experimental: Consiste en crear una situacion donde se modifica
voluntariamente la realidad presente. Para ello se controlan todas las
variables posibles, una de las cuales permanece independiente con el
objeto de comprobar lo que se quiere juzgar.
La presente investigacion estuvo basada en un procedimiento
disefiado para manipular variables en condiciones especiales, que
permitan poner en juego algunas variables para observar su
comportamiento y lograr asi descubrir la esencia del objeto de
estudio. Se llevdo a cabo en la Universidad Privada Antonio
Guillermo Urrelo - Cajamarca, durante tres meses, abarcando desde
marzo a mayo del 2015.
3.3. Técnicas de investigacion
3.3.1. Seleccidén de grupos de estudio
a. Grupo blanco
Estuvo conformado por 5 especimenes hembras no

Ooferectomizadas, a las que no se les administré nada, durante un
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periodo de seis semanas, sélo se les alimentdé con maiz morocho
partido, a cantidad del 10 % de su peso y agua en cantidad suficiente.

b. Grupo control
Estuvo conformado por 6  especimenes  debidamente
Ooferectomizadas, se les administrd6 1 mL de suero fisioldgico,
mediante el dispositivo metalico, por un lapso de seis semanas, una
vez al dia, a un mismo horario comprendido entre 06:00 a.m y
07:00 a.m.

c. Grupo patrén
Constd de 6 especimenes debidamente Ooferectomizadas, a las
cuales se les administrd tabletas de fluoxetina (Inductor de
lipoperoxidacién), 20 mg/Kg por via oral, solucion de 0,15 %,
mediante el dispositivo metalico, por un lapso de tres semanas, una
vez al dia, a un mismo horario comprendido entre 06:00 a.m. y
07:00 a.m. Posterior a ello se les administré 1 mL diario de solucion
salina fisiolégica por un lapso de tres semanas en los mismos
horarios antes indicados.

d. Grupo problema 1: dosis mayor
Estuvo  constituido por 6  especimenes  previamente
Ooferectomizadas, a las que se le administro tabletas de fluoxetina
(Inductor de lipoperoxidacion), 20 mg/Kg por via oral, solucién de
0,15 %, mediante el dispositivo metélico, por un lapso de tres
semanas, una vez al dia, a un mismo horario comprendido entre

06:00 a.m. y 07:00 a.m. Posterior a ello se les administré una
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concentracion mayor de extracto de  Tropaeolum tuberosum
“Mashua”, la cual es de 1 g/kg de acuerdo a su peso corporal, a una
concentracion de 20 %, utilizando el dispositivo metalico, por un
periodo de tres semanas, una vez al dia, en un horario comprendido
entre 06:00 y 07:00 a.m.
e. Grupo problema 2: dosis menor

Estuvo  constituido por 6  especimenes  previamente
Ooferectomizadas, a las que se le administro tabletas de fluoxetina
(Inductor de lipoperoxidacion), 20 mg/Kg por via oral, solucion de
0,15 %, mediante el dispositivo metalico, por un lapso de tres
semanas, una vez al dia, a un mismo horario comprendido entre
06:00 y 07:00 a.m.

Posterior a ello se les administré una concentracion minima de
extracto de Tropaeolum tuberosum “Mashua”, la cual es de 1 g/kg
de acuerdo a su peso corporal, a una concentracién del 10 %,
utilizando el dispositivo metélico, por un periodo de tres semanas,
una vez al dia, en un horario comprendido entre 06:00y 07:00 a.m.

3.3.2.Ooferectomizacion bilateral de Rattus rattus var. albinus
a. Preparacion de los especimenes

A los animales de experimentacion se les cortdé el consumo de
alimentos y liquidos durante un lapso de tiempo aproximado de 8 a
10 horas, para evitar y prevenir la aspiracion de dichos contenidos

hacia sus pulmones por inducciéon de la anestesia.
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b. Proceso de operacion bilateral

- En primer lugar se procedio a afeitar el pelo de la zona donde se
realizé dicha operacion.

- Se adecud el area de operacion, posteriormente se procedid a
anestesiar al espécimen con Ketamina a una dosis de 120 mg/kg
de acuerdo a su peso.

- Se desinfectd la zona para la cirugia y con ayuda de un bisturi N°
20, se inici6 con un corte vertical a la altura del vientre de la rata
albina, en el que seguidamente se empez0 a identificar los ovarios
y se procedié con la extirpacion.

- Luego de ser operadas, se optod por abrigarlas haciendo uso de
calefaccion (estufa de laboratorio) para evitar la hipotermia,
finalmente se las mantuvo en post — operatorio con la finalidad de
que se produzca la menopausia y por ende la reduccion de

estrégenos.

Célculo de Dosis de Ketamina

v’ Célculo para kilogramo de peso

120 mg ketamina----------------- 1 Kg de peso

v" Célculo de dosis a administrar al animal

500 ma----------------- 10 mL sol
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3.3.3. Induccioén de Lipoperoxidacion

Se indujo a lipoperoxidacion con fluoxetina, la cual se administrd

posterior al proceso de recuperacion post operatorio, a una dosis de

20 mg/kg a concentracion de 0,15 %; por un periodo de tres semanas,

los grupos administrados fueron el grupo patréon y los dos grupos

problemas.
3.3.4.Preparacion del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum

“Mashua”

- El extracto acuoso se prepar6 a partir de la recoleccion y seleccion
de los mejores tubérculos de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
provenientes del Distrito de la Encafiada, de la Provincia de
Cajamarca.

- Se procedié a realizar el respectivo lavado de los tubérculos y se
colocaron en un recipiente limpio.

- Se triturd dicho material biolégico haciendo uso de una licuadora o
un extractor, para obtener el mayor concentrado posible del principio
activo, el cual fue denominado extracto matriz, luego se filtrd,
quedando libre de impurezas.

- Luego se procedid a preparar el extracto acuoso a distintas
concentraciones, al 10 % y 20 % v/v, tomandose 10 mL y 20 mL del
extracto matriz para luego ser aforado a 100 mL con agua destilada,
el preparado se envasO en frascos ambar y se conservd en

refrigeracion para evitar la oxidacion del mismo.
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- Este procedimiento se realizo interdiario, por un lapso de tres

semanas lo que duro el proceso de administracion.
3.3.5. Analisis de la capacidad cognitiva con Test de Morris®*

El Test de Morris es un laberinto de agua, que fue disefiado por R.G.

Morris para evaluar la memoria espacial en ratas y que consiste en una

piscina circular llena de agua en la que se sitda una plataforma que debe

ser localizada por el animal.

El aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de

adquirir y retener asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo

que permite al organismo desenvolverse en el espacio; la memoria

espacial consiste en codificar, almacenar y recuperar informacion

acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales.

Con este test es posible valorar la memoria de referencia, que es si la

plataforma permanece en el mismo lugar durante los ensayos; y cuando

se cambia la plataforma de posicion en cada ensayo, se evalla la

memoria de trabajo.

Procedimiento

v' Se cont6 con una piscina circular de 150 cm de didametro y con una
profundidad de 50 cm, pintada de color negro para que les sea un
poco mas dificil de orientarse y con unas lineas blancas indicando en
dos de los cuadrantes la direccién del sol y la luna; la plataforma

debe ser movible.
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v/ Contamos con un espacio amplio para que el animal de
experimentacion no sea interrumpido por ningun distractor.

v" Se procedi6 a llenar de agua la piscina.

v" Se estableci6 un tiempo de prueba, el cual fue de 120 segundos, hasta
que la rata hembra encuentre dicha plataforma; esto debe ocurrir
antes del tiempo establecido.

v Una vez realizada la prueba los animales fueron regresados a sus
jaulas, lejos de area de trabajo.

v" Se coloco al espécimen en los tres diferentes cuadrantes excepto en
donde estaba la plataforma.

v" Cuando el espécimen no encontraba la plataforma dentro del tiempo
establecido, se la retiraba y se la dejaba reposar durante 5 minutos y
luego se volvia a repetir la prueba. Esas pruebas fueron realizadas
durante cuatro dias y en el quinto dia, se retir6 la plataforma, la cual
ayuda en la evaluacién de su capacidad cognitiva o retencion de
memoria que tienen los especimenes.

3.3.6. Determinacién de la lipoperoxidacion en membranas de células
hepaticas por la técnica de acido Tiobarbiturico

v" Se realiz6 la extraccion del higado para posteriormente suspenderlo
en solucion salina fisioldgica y luego se seco con papel adsorbente.

v" Se pes6 el rgano en una balanza analitica para encontrar la relacion

porcentual del peso del higado/peso del animal.
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v" Se tritur6 el higado con ayuda de un mortero recubierto en hielo,
homogenizando con tampén fosfato 50 mM pH 7,40 y se filtro
10 mL haciendo uso de una gasa.

v" De lo filtrado se tomé 450 pL al cual se adicion6 50 uL de buffer
fosfato 50 mmol/L, a pH 7,4 y 1 mL de &cido tricloroacético (TCA)
al 10 %.

v Se centrifugé a 6000 rpm durante 10 min, se tom6 1mL del
sobrenadante y se adicion6 1 mL de acido tiobarbitdrico (TBA) al
0,67 %.

v" Dicha mezcla se calentd a 92 °C por 30 minutos para posteriormente
enfriar en bafio de hielo por 15 minutos y a continuacion se afiadié 4
mL de N-butanol y piridina (15:1 v/v), se centrifug6 a 3000 rpm por
10 minutos y se procedié a leer la absorbancia del sobrenadante en
el espectrofotometro a 532 nm.

3.3.7.Curva de calibracion (Ver anexo N° 01)

v’ Se procedid a preparar una solucion de Acido Tiobarbitirico (ATB)
a una concentracion de 0,8 % (Solucién I).

v/ Se preparé una solucion de Malondialdehido (MDA) a una
concentracion de 2 nM/mL (Solucién I1).

v' Se calent6 la mezcla a 92 °C por 30 minutos para posteriormente

enfriar en bafio de hielo por 15 minutos.
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3.4. Instrumentos, equipos, materiales, reactivos y otros
3.4.1. Instrumentos

v" Formato de registro de tiempos para Test de Morris: consiste en una
tabla Excel, donde se registro los tiempos e intentos empleados por
los especimenes de cada grupo en estudio por dia, durante 5 dias.

v Formato de registro para determinacion de Malondialdehido en
células hepaticas: consiste en una tabla donde se anotaron las
absorbancias obtenidas en las lecturas por espectrofotometria de las
muestras en estudio.

v' Software para analisis estadisticos: ANOVA, TUKEY y DUNCAN.

3.4.2. Equipos

v' Balanza analitica Marca Ohaus Adventurer Modelo ARO640.

v’ Balanza digital Marca Mettler Toledo.

v" Centrifuga Marca Hettich Modelo EBA20.

v' Refrigeradora Marca Coldex Modelo TA04YOQ7EXBO.

v" Bafio maria Marca Memmert.

v' Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys

3.4.3. Materiales

Materiales de vidrio y otros de uso comun en el Laboratorio

Multifuncional de la Universidad Privada Antonio Guillermo

Urrelo - Cajamarca.

3.4.4. Reactivos
v" Cloruro de sodio 0,9 %: Laboratorio B. Braun

v’ Agua destilada
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v" Alcohol 96°: Laboratorio Alkofarma E.I.R.L
v Ketamina de 500 mg/10 mL: Laboratorio Sanderson
v" Alcohol yodado IDOSAFE 10%: Laboratorio Roker
v' Acido tiobarbittrico/sol. SDS al 0, 67 %
v' Acido Tiobarbiturico al 0, 8 %
v BHT/ etanol
v" Glicola/ NaCl/ pH 3.5
v Fe/H,0
v N-butanol-piridina 15:1 v/v
v Tampon fosfato 50 mM pH 7,40
v Acido tricloroacético (TCA) al 10 %.
v" Malondialdehido 2 nM/mL
3.4.5. Otros
Clorhidrato de Fluoxetina 20 mg/kg a concentracion de 0,15%
(PROZAC 20 - ELI LILLY)
3.5. Técnicas de anélisis de datos
El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante la prueba
estadistica ANOVA, Tukey y Test de Duncan.
v" Prueba estadistica ANOVA
Es un andlisis de varianza, el cual se utilizd para verificar si hay diferencias
estadisticamente significativas entre medias, cuando se tiene mas de dos
muestras o0 grupos en el mismo planteamiento. En la cual la significancia
de los datos se refleja con valores p < 0,05 y un intervalo de confianza del

95%.
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v" Prueba estadistica Tukey
Sirve para probar todas las diferencias entre medias de tratamientos de una
experiencia. Su interés fundamental es comparar promedios entre dos
grupos.
v" Test de Duncan
Es un test de comparaciones multiples, compara varios grupos con una
variable cuantitativa; es decir sirve para determinar la diferencia entre
pares de medias.
3.6. Aspectos éticos de la investigacion3®
La experimentacion con animales ha permitido un desarrollo cada vez mas
acelerado de los conocimientos bioldgicos, del bienestar del hombre y de los
propios animales.
Al analizar el proceso de investigacion realizado y tomar como unidad de
analisis al animal, nos toca como investigadores asumir una enorme
responsabilidad social que ello implica, la que se ve reflejada en el
conocimiento del Texto definitivo de la Declaracion Universal de los
Derechos del Animal, Londres (1978) aprobada por la UNESCO y la ONU,
asi como los principios éticos en la experimentacion animal, referidos en la
Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del consejo de la Union
Europea.
La presente investigacion se baso fundamentalmente en el respeto por la vida
de los animales de experimentacién, se aseguraron condiciones ideales de
alojamiento y cuidados, se ejercié un control sobre los niveles de dolor, tanto

en la intervencién quirdrgica, administracion de medicamento y preparado
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fitoquimico, asi como durante el sacrificio; asimismo el empleo de una
adecuada metodologia, la cual nos permitio el empleo minimo de
especimenes.

Es preciso reconocer que toda forma de vida es un valor en si mismo, que
debe ser respetada y protegida. El respeto hacia los animales no es
incompatible con el valor del conocimiento, teniendo en claro que respetar no
es “no tocar”: es valorar, comprender y estimar lo que se toca; y, sobre todo,

hacerse responsable de todo lo que se toca.
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IV. RESULTADOS

TABLA N°02: TEST DE MORRIS DURANTE LA FASE DE

ADQUISICION
TIEMPO EN SEGUNDOS
GRUPOS DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4

P1 58 75 27 15

PROBLEMA 1 | P2 12 120 37 19
(DOSIS MAYOR) | P3 56 110 84 35
P4 68 30 13 62

P5 56 27 120 95

P6 20 89 66 56

P1 17 70 10 25

PROBLEMA 2 | P2 38 20 24 68
(DOSIS MENOR) | P3 37 13 56 49
P4 35 21 30 28

P5 69 62 70 24

P6 7 13 56 49

B1 109 90 85 74

BLANCO B2 6 58 80 65
B3 20 89 66 56

B4 45 23 77 58

B5 45 70 61 24

C1 69 11 59 32

C2 29 7 13 3

CONTROL C3 11 39 36 6
C4 3 20 10 107

C5 73 28 46 54

C6 20 112 55 9

Pal 38 47 60 47

Pa 2 61 45 21 23

PATRON Pa3 58 42 4 54
Pa4 90 71 97 81

Pa5 12 119 16 0

Pa 6 120 46 60 18

Fuente: Tabla elaborada por los investigadores.
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FASE DE ADQUISICION DIA 1

140
8 120
120 109
-
100
2
80 68 69
& 58 564 56 6lsg
60 4545
Z 383735
o 0 20 20
] 17
& 20 12 6 I
E 0 I [ | I I
-
= C4 C6 Pa2 Pad4 Pa6
PROBLEMA 1 PROBLEMA2 | BLANCO CONTROL PATRON
(Dosis Mayor) (Dosis menor)
GRUPOS

Fuente: Tabla N° 02

GRAFICO N° 01: FASE DE ADQUISICION DIA 1

Interpretacion: En este grafico se muestra la fase de adquisicion correspondiente
al dia 1, considerando que el tiempo maximo de exposicion experimental es de
120 segundos, se pudo evidenciar que dos especimenes se acercan al limite de dicho
tiempo (espécimen Bl y Pa6), del mismo modo nos muestra especimenes con
tiempos minimos en la ubicacion de la plataforma de salvataje (especimenes dosis
mayor P2, dosis menor P6, B2, C3, C4, Pa5). También se puede indicar que los
tiempos de los grupos problema 1 y problema 2 son mucho mas homogéneos en
relacién a los deméas grupos, cabe resaltar que estos datos no tienen mucha

relevancia por ser el primer dia de experimentacion.
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FASE DE ADQUISICION DIA 2
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a
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H a0 30
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& 20 117
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PROBLEMA1 PROBLEMA2  BLANCO CONTROL PATRON

(Dosis Mayor)  (Dosis menor)
GRUPOS

Fuente: Tabla N° 02

GRAFICO N° 02: FASE DE ADQUISICION DIA 2

Interpretacion: Segun el grafico se observa que los especimenes que hicieron
mayor tiempo en el dia 1 (Pa6 y B1) han disminuido significativamente dicho
tiempo, muy por el contrario los especimenes que hicieron el menor tiempo
(especimenes dosis mayor P2, dosis menor P6, B2, C3, C4, Pa5) han incrementado
el tiempo en encontrar la plataforma, del mismo modo se puede evidenciar que
especimenes que mostraban un mayor tiempo han disminuido relativamente, en este

dia de experimentacion los tiempos de cada grupo muestran una mayor dispersion.
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FASEDE ADQUISICIONDIA 3
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TIEMPO EN SEGUNDOS
g o)}

PROBLEMA 1 PROBLEMA 2 BLANCO CONTROL PATRON
(Dosis Mayor) (Dosis menor)

GRUPOS
Fuente: Tabla N° 02

GRAFICO N° 03: FASE DE ADQUISICION DIA 3

Interpretacion: El gréfico muestra una mayor disminucion en tiempo de los
especimenes de los distintos grupos s6lo uno de ellos muestra un méaximo tiempo
(dosis mayor P5), se muestra un incremento de especimenes de distintos grupos que
logran un menor tiempo; el grupo blanco muestra mayor homogeneidad de tiempos

con respecto a los demas.
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FASE DE ADQUISICION DIA 4
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Fuente: Tabla N° 02

GRAFICO N° 04: FASE DE ADQUISICION DIA 4

Interpretacion: Se evidencia que el tiempo maximo que se mostraba en los dias
anteriores ha disminuido, un caso resaltante es el espécimen Pa5 que no logra
encontrar la plataforma, los tiempos de los distintos grupos muestran equivalencia
en relacion a los dias anteriores pese a mostrar una minima dispersion de los

mismos; presentando datos mas homogéneos los grupo dosis menor y blanco.
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TABLA N°03: TEST DE MORRIS - FASE DE RETENCION

CRUZAMIENTOS Y TIEMPO EN EL IV CUADRANTE
GRUPOS N° DE CRUCES TIEMPO EN
SEGUNDOS

P1 15 34
P2 12 35
PROBLEMA 1 P3 14 28
(DOSIS MAYOR) P4 11 33
P5 12 34
P6 11 26

PROMEDIO 125 31.7
P1 7 29
P2 2 8
PROBLEMA 2 P3 5 21
(DOSIS MENOR) P4 8 20
P5 5 24
P6 6 15

PROMEDIO 55 19.5
Bl 10 60
B2 12 34
BLANCO B3 11 26
B4 2 3
B5 8 12
PROMEDIO 8.6 27
C1 6 36
C2 8 25
CONTROL C3 12 26
C4 14 41
C5 14 26
C6 6 27

PROMEDIO 10 30.2
Pa1l 16 36
Pa2 10 20
PATRON Pa 3 9 20
Pa4 12 26
Pa5 10 32
Pa 6 14 21

PROMEDIO 11.8 25.8

Fuente: Tabla elaborada por los investigadores.
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TIEMPO DE PERMANENCIA ENELIV

CUADRANTE
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Mayor) menor)
GRUPOS

Fuente: Tabla N° 03

GRAFICO N° 05: TIEMPO DE PERMANENCIA EN EL IV CUADRANTE

Interpretacion: Considerando que el tiempo de permanencia en el IV cuadrante es
directamente proporcional al aprendizaje aprendido (a mayor tiempo de
permanencia mayor aprendizaje) se puede indicar que el grupo control muestra un
mayor tiempo de permanencia en relacion a los demas grupos, algunos especimenes
del grupo blanco muestran un tiempo minimo siendo este caso incongruente; pues
este grupo no fue intervenido quirdrgicamente, asi mismo el grupo problema 1
(dosis mayor) muestra un mayor tiempo de permanencia que el problema 2 (dosis

menor) y el grupo patrén.
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NUMERO DE CRUZAMIENTOS EN EL

g IV CUADRANTE
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Fuente: Tabla N° 03

GRAFICO N° 06: NUMERO DE CRUZAMIENTOS EN EL 1V
CUADRANTE

Interpretacion: Del mismo modo que el gréfico anterior los datos son
directamente proporcionales, se evidencia que el grupo problema 1 (dosis mayor)
tiene mayor nimero de cruzamientos con respecto a los demas grupos, el grupo
problema 2 (dosis menor) muestra menos nimero de cruzamientos que los deméas

grupos. El grupo blanco y patron asemejan los datos obtenidos.
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PROMEDIO DE TIEMPO DE PERMANENCIA

EN EL IV CUADRANTE
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(Dosis Mayor) (Dosis
menor)
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Fuente: Tabla N° 03

GRAFICO N°07: PROMEDIO DE TIEMPO DE PERMANENCIAENEL IV
CUADRANTE SEGUN GRUPO

Interpretacion: En este grafico se puede observar que el grupo problema 1
(dosis mayor) claramente presenta mayor tiempo de permanenciaen el IV cuadrante
con respecto a los demas grupos siendo directamente proporcional al aprendizaje
del espécimen. En cuanto al grupo problema 2 (dosis menor) presenta un menor

aprendizaje con respecto a los otros grupos.
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NUMERO DE CRUZAMIENTOS EN EL
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Fuente: Tabla N° 03

GRAFICO N°08: PROMEDIO DE NUMERO DE CRUZAMIENTOS EN EL
IV CUADRANTE SEGUN GRUPO

Interpretacion: En este grafico se puede observar que el grupo problema 1
(dosis mayor) presenta ligeramente mayor nimero de cruzamientos en el 1V
cuadrante con respecto al grupo patrén y mucho mayor con respecto a los demas
grupos, los nimeros de cruzamientos son directamente proporcional al aprendizaje
adquirido. En cuanto al grupo problema 2 (dosis menor) presenta un menor
aprendizaje con respecto a los otros grupos, refiriéndonos a los numeros de

cruzamientos.
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TABLA N° 04: DETERMINACION DE NIVELES DE
MALONDIALDEHIDO SEGUN ABSORBANCIAS EN CELULAS

HEPATICAS

GRUPOS ABSORBANCIA EN HIGADO (532 nm)

P1 0.126

PROBLEMA 1 P2 0.043

(DOSIS MAYOR) P3 0.086

P4 0.186

P5 0.074

P6 0.065

PROMEDIO 0.097

P1 0.004

P2 0.118

PROBLEMA 2 P3 0.01

(DOSIS MENOR) P4 0.019

P5 0.032

P6 0.028

PROMEDIO 0.035

B1 0.007

B2 0.024

BLANCO B3 0.019

B4 0.136

B5 0.17

PROMEDIO 0.071

C1 0.009

C2 0.018

CONTROL C3 0.008

C4 0.032

C5 0.024

C6 0.025

PROMEDIO 0.019

Pal 0.171

Pa 2 0.138

PATRON Pa 3 0.132

Pa 4 0.118

Pa5 0.121

Pa 6 0.141

PROMEDIO 0.137

Fuente: Tabla elaborada por los investigadores.
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ABSORBANCIAS EN CELULAS

HEPATICAS
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Fuente: Tabla N° 04

GRAFICO N° 09: ABSORBANCIAS EN CELULAS HEPATICAS

Interpretacion: Los niveles de absorbancia son directamente proporcional a la
lipoperoxidacion hepética (a mayor absorbancia mayor dafio hepético), dicho esto
se puede evidenciar que el grupo patron muestra mas alta absorbancia en
comparacion a los demas grupos, asi también el grupo problema 2 (dosis menor)
muestra menores absorbancias con respecto al grupo problema 1 (dosis mayor), el

grupo control evidencia menores absorbancias con respecto a los demas grupos.
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PROMEDIO DE ABSORBANCIAS EN
CELULAS HEPATICAS SEGUN GRUPOS
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Fuente: Tabla N° 04

GRAFICO N° 10: PROMEDIO DE ABSORBANCIAS EN CELULAS
HEPATICAS SEGUN GRUPOS

Interpretacion: Siendo directamente proporcional los niveles de absorbancias a la
produccién de lipoperoxidacion hepatica, se puede observar que el grupo patron
presenta mayor absorbancia con respecto a los demas grupos, por ende mayor dafio
hepético. El problema 1 (dosis mayor) presenta mayor nivel de absorbancia con
respecto al problema 2 (dosis menor) evidenciando asi un mayor efecto
hepatoprotector la utilizacién de una dosis menor, el grupo control presenta menor

absorbancia con respecto al resto de grupos.

Bach. Cruz Olivera, Jocelin Facultad de Ciencias de la Salud
Bach. Valverde Gomez, Milton Eder 76



Efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” sobre la lipoperoxidacion [
inducida con fluoxetina en higado en Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas UPAGU

TABLA N° 05: TIEMPO DE PERMANENCIA EN EL IV
CUADRANTE SEGUN ANOVA

ANALISIS ANOVA

PERCENTIL Significancia: p < 0,05

P =0,346 No existe diferencias significativa

Fuente: Tabla N° 03

TABLA N° 06: NUMERO DE CRUZAMIENTOS EN EL IV
CUADRANTE SEGUN ANOVA

ANALISIS ANOVA

PERCENTIL Significancia : p < 0,05

P =0,003 Existe diferencias significativa

Fuente: Tabla N° 03.

TABLA N° 07: NIVELES DE MALONDIALDEHIDO EN CELULAS
HEPATICAS SEGUN ANOVA

ANALISIS ANOVA

PERCENTIL Significancia : p < 0,05

P =0,0008 Existe diferencias significativa

Fuente: Tabla N° 04.
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TABLA N° 08: SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE MDA EN
GRUPOS EXPERIMENTALES SEGUN ANOVA

MDA
Suma de Media .
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
ENTRE GRUPOS 0,036 4 0,009 4759 | 0,005
DENTRO DE

GRUPOS 0,047 25 0,002
TOTAL 0,083 29

EXISTE SIGNIFICANCIA

Fuente: Tabla N° 04.

TABLA N° 09: SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE MDA EN GRUPOS
EXPERIMENTALES SEGUN TUKEY Y DUNCAN

MDA
j Ifa=0.
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
ovariectomia + mashua D.
MAYOR 6 0,0352
HSD Blanco (Sin ovariectomia) 6 0,0712 0,0712
Tukey? ovariectomia + mashua D.
MENOR 6 0,0967 0,0967
Control (Con ovariectomia) 6 0,1100
Patron (Fluoxetina 20 mg/Kg) 6 0,1368
Sig. 0,135 0,098
ovariectomia + mashua D.
MAYOR 6 0,0352
Duncan? Blanco (Sin ovariectomia) 6 0,0712 0,0712
ovariectomia + mashua D.
MENOR 6 0,0967 0,0967
Control (Con ovariectomia) 6 0,1100 0,1100
Patron (Fluoxetina 20 mg/Kg) 6 0,1368
Sig. 0,164 0,156 0,142
Fuente: Tabla N° 04.
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Fuente: Tabla N° 04

GRAFICO N° 11: MEDIAS DE NIVELES DE MDA EN GRUPOS DE
INVESTIGACION

Interpretacion: Siendo directamente proporcional los niveles de absorbancias a la
produccion de lipoperoxidacion hepatica, se puede observar que el grupo patron
presenta mayor absorbancia con respecto a los demas grupos, por ende mayor dafio
hepatico. El problema 1 (dosis mayor) presenta mayor nivel de absorbancia con
respecto al problema 2 (dosis menor) evidenciando asi un mayor efecto
hepatoprotector la utilizacién de una dosis menor, el grupo control presenta menor

absorbancia con respecto al resto de grupos.
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V. DISCUSION

El término “estrés oxidativo”, popularizado por Helmunt Sies, se define como “una
alteracion en el balance pro-oxidante/antioxidante a favor de los primeros, dando
lugar a posibles dafios a biomoléculas”. Los dafos repercuten de forma directa o
indirecta en el tejido, siendo la importancia del dafio dependiente de la duracion y
de la naturaleza del sistema estresado. El exceso de radicales libres, en relacion con
las defensas antioxidantes esti involucrado en mayor o menor grado en la
patogénesis de multiples enfermedades y en el envejecimiento.®

Debido a la dificultad existente para detectar directamente los RL, estos se pueden
identificar mediante la medicién de los productos de las reacciones oxidativas
(peroxidacion lipidica, oxidacion del DNA, oxidacion de proteinas o de
carbohidratos), o mediante el conocimiento de la deplecion de sustancias
antioxidantes. Un aumento del estrés oxidativo puede estar producido por tres
condicionantes, por un aumento mantenido de los radicales libres de oxigeno o
nitrogeno que superarian los mecanismos de defensa, por una disminucion de la
defensa antioxidante y por la accion conjunta de ambos mecanismos lo que
provocaria un dafio oxidativo cronico.>®

En la presente investigacion, la determinacion de los radicales libres se expresa en
los niveles de MDA (Malondialdehido), el cual es directamente proporcional a los
niveles de radicales libres presentes en las celulas.

La determinacion del MDA, uno de los productos resultantes de la fragmentacion

que sufren los acidos grasos poliinsaturados en el proceso de peroxidacion, se
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considera un indicador valido o biomarcador de estrés oxidativo al que son
sometidas las estructuras lipidicas de las membranas celulares como consecuencia
de la accion de los radicales libres como del paso del tiempo.

Estepa V, Rddenas S, Martin MC (2001)** en su trabajo de investigacion
“Optimizacion de un método para la determinacion de la peroxidacion lipidica en
suero humano”, realizado en Madrid — Espafia, mencionan que entre la variedad de
métodos analiticos desarrollados para determinar el malondialdehido endogeno, el
mas comunmente utilizado se basa en la reaccion del mismo con el acido 2-
tiobarbitarico (TBA). EI MDA, en condiciones de bajo pH y alta temperatura,
reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) dando lugar a un aducto MDA-TBA
cromdgeno o pigmento rojo que es detectable por espectrofotometria o por
fluorimetria. EI MDA que se forma in vivo tiene una vida media muy corta, pues
reacciona rapidamente con grupos amino libres procedentes de los fosfolipidos,
aminoéacidos y proteinas presentes en el suero, dando productos fluorescentes. Estos
grupos amino libres también compiten con el MDA por su capacidad de unirse al
TBA. Sin embargo, aunque poco especifica, la reaccion del TBA se considera un
método muy sensible para la determinacién de la peroxidacion lipidica en tejidos
animales y con tal finalidad se utiliza con frecuencia.

En el grafico N° 04 de la fase de adquisicién, se puede evidenciar que el grupo
blanco presenta mas tiempo en encontrar la plataforma, que es algo contradictorio
tedricamente debido a que este grupo a pesar de no ser operadas y tampoco se les
administré ninguna sustancia, deberian presentar un buen estado mental el cual
evidencia aprendizaje. En el grafico N° 05, dicho grupo cambia y presenta un poco

mas de permanencia en el IV cuadrante, mostrando aprendizaje debido a que
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recuerda en qué lugar se encontraba la plataforma, al igual que evidencia en el
grafico N° 07 mostrando un promedio regular en la permanencia en el 1V cuadrante.
Una vez analizado el grupo blanco se pudo comparar con el resto de grupos, en este
caso con el grupo patron el cual en la fase de adquisicion del dia 4 presenta un nivel
cognitivo bajo, esto debido a que su estado de memoria se podria haber afectado
por las sustancias administradas y al estrés sometido por la operacién. En la fase de
retencion del grafico N° 05 y 07 presenta tiempos regulares de permanencia en el
IV cuadrante, pero en el grafico N° 08 tiene mayor nimero de cruzamientos que el
grupo blanco, esto es debido a que se esta evidenciando el estrés oxidativo
producido tanto por la operacion como por el medicamento, aumentando la
produccién de radicales libres en su organismo.

Con respecto a los grupos problemas tanto a dosis mayor como a dosis menor,
presentan un mayor aprendizaje en la fase de adquisicion, en la fase de retencién en
el grafico N° 05, 06, 07 y 08 se puede observar que el problema 1 a dosis mayor
tiene una mayor permanencia y nimero de cruzamientos en el cuadrante IV, esto es
producido por el extracto acuoso de mashua, el cual hace mostrar su poder
antioxidante, reduciendo de alguna manera el nivel de estrés oxidativo y por ende
los radicales libres, su poder se debe a que en su composicién presenta vitamina C,
E, carotenoines y flavonoides.

En cuanto al promedio de las absorbancias en células hepaticas se puede decir que
el extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua” a una dosis menor de
1 g/kg a concentracién de 10 %, tuvo un mejor efecto protector sobre la
lipoperoxidacion inducida por fluoxetina en células hepaticas en Rattus rattus var.

albinus ooferectomizadas, expresado en el promedio de absorbancia de 0,04 de
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MAD, con respecto a una dosis mayor de 1 g/kg a concentracion de 20 % el cual se
obtuvo como promedio de absorbancia 0,09 de MAD.

Con respecto a los resultados obtenidos en la parte experimental en memoria
espacial, se evidencia que la dosis mayor muestra mayores beneficios que una dosis
menor; esto debido a que mashua presenta contenido lipidico asi como un gran
porcentaje de agua en su composicion, las cuales benefician el paso hacia la barrera
hematoencefalica, caso contrario sucede en los resultados obtenidos en las
absorbancias (lipoperoxidacion en higado), en donde los mayores atributos se ven
marcados en la administracion de una dosis menor, presentando asi esta un

beneficio como antioxidante.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo al trabajo realizado sobre el efecto de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
en lipoperoxidacion inducida por fluoxetina en higado en Rattus rattus var. albinus
ooferectomizadas se concluye que:

v" Se evalud el efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
sobre lipoperoxidacion inducida por fluoxetina en higado en Rattus rattus var.
albinus ooferectomizadas, el cual es beneficioso sobre lipoperoxidacion a
diferentes dosis.

v" Se indujo menopausia quirtrgica a través de la ooferectomia en Rattus rattus
var. albinus.

v" Se determino el efecto del extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
en dosis de 1 g/kg, a concentracion de 10 %, y dosis de 1 g/kg a concentracion
de 20 % sobre la lipoperoxidacién inducida por fluoxetina en higado. Siendo la
dosis de 1 g/kg a concentracion de 10 % (dosis menor) la que tuvo un mejor
efecto protector sobre la lipoperoxidacion, expresado en el promedio de
absorbancia de 0,04 de Malondialdehido (MDA), con respecto a una dosis mayor
de 1 g/kg a concentracion de 20 % el cual se obtuvo como promedio de

absorbancia 0,09 de MDA.
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v" Se determino el efecto de extracto acuoso de Tropaeolum tuberosum “Mashua”
sobre la memoria espacial medido a través del tiempo de latencia de escape,
tiempo de permanencia y nimero de cruzamientos segun el laberinto acuético de
Morris, encontrdndose que el extracto en mencion tiene efectos beneficiosos
sobre la memoria de Rattus rattus var. albinus ooferectomizadas, siendo méas
significativa la capacidad de memoria con la administracion de extracto acuoso
de Tropaeolum tuberosum “Mashua” a dosis mayor de 1 g/kg a concentracion
del 20 % tanto en tiempo de permanencia como en cantidad de nimeros de
cruzamientos en el cuarto cuadrante, esto segin promedios antes mencionados,

con respecto a la dosis menor.
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VII. RECOMENDACIONES

v Difundir la informacién recopilada mediante el presente trabajo a los
profesionales de salud, para que se incluya como opcion de estudio de un
tratamiento alternativo para pacientes tratados con fluoxetina.

v En funcién de este trabajo es que se debe establecer una comparacién de los
diferentes alimentos que sean ricos en actividad antioxidante para establecer
prioridades en la alimentacion de nifios, adultos y ancianos, para evitar
enfermedades degenerativas (tales como el cancer) y podamos alargar nuestro
ciclo de existencia.

v" Realizar marchas fitoquimicas para poder ampliar el conocimiento acerca de la
accion del resto de sus componentes.

v Fomentar el consumo de productos naturales o de la zona, poseedores de gran

beneficio para la salud.
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ANEXO N° 01: Curva de calibracién de MDA y ATB (nM/mL)

Solucion 11

Conc. Final 0 [005 |01 | 05 |0.75 1 15 2 2.5 3
(nM)

Solucién I |1500 (1500 [1500 [1500 [1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500
(ML)

Solucion 11 0 | 25 | 50 | 250 | 375 | 500 | 750 | 1000 | 1250 | 1500
(ML)

Agua destilada {1500 (1475 [1450 1250 {1125 | 1000 | 750 | 500 | 250 0

ANEXO N° 02: Material vegetal Tropaeolum tuberosum “Mashua”
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ANEXO N° 03: Pesado de espécimen

ANEXO NF° 04: Trituracion de material farmacolégico “fluoxetina”
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ANEXO N° 05: Aplicacion de anestesia al espécimen.

ANEXO NF° 06: Ovarios extraidos
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ANEXO N° 07: Administracion de las soluciones experimentales mediante un

dispositivo metalico.
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ANEXO N° 09: Muestras hepaticas sometidas a bafio de hielo.

ANEXO N° 10: Homogenizado Y filtrado hepatico.
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ANEXO N° 11: Recubrimiento con papel metéalico de muestras “filtrado

hepético”.

ANEXO NF° 12: Muestras llevadas a ebullicién.
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ANEXO N° 13: Lectura de muestras en espectrofotdmetro a 532 nm.
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ANEXO N¢ 15: Soluciones para preparacion de curva de calibracion.
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ANEXO N° 17: Preparacion de curva de calibracion.

ANEXO NF° 18: Tesistas
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