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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, de enfoque cuantitativo y corte
transversal, se realizo con el objetivo de determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico
del fruto de Vaccinium floribundum kunth (mullaca) sobre los niveles de malondialdehido
séricos de Rattus norvegicus var. albinus con lipoperoxidacion inducida por acrilamida.
Se trabajo con 24 ratas machos, divididos aleatoriamente en 4 grupos (n=6): al grupo
blanco solo recibio6 alimento y agua ad libitum, al grupo control se le realizo la induccién
a lipoperoxidacion con acrilamida a dosis Unica de 50mg/kg pc intraperitoneal,
experimental 1 y experimental 2 se les realizo la induccion a lipoperoxidacion con
acrilamida a dosis Unica de 50mg/kg pc intraperitoneal y se les administrd el extracto
hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum Kunth (mullaca) durante 10 dias por
sonda orogastrica 200mg/kg pc para el experimental 1 y 400mg/kg pc para el experimental
2. Se determino la lipoperoxidacion en suero segun los niveles de malondialdehido (MDA)
a través de la técnica del acido Tiobarbiturico. Los resultados fueron sometidos a la prueba
T-STUDENT y prueba ANOVA obteniéndose P (<0.05), se observa que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio. Se concluye que el
extracto de hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum kunth (mullaca) reduce la
lipoperoxidacion expresado en la disminucion de los niveles de MDA séricos.

Palabras claves: Vaccinium floribundum kunth, extracto hidroalcohdlico,

lipoperoxidacion, malondialdehido, acrilamida, acido tiobarbiturico.



ABSTRACT

This present investigation, of experimental type, of quantitative approach and cross
section, It was done with the objective to determine the effect of the hydroalcoholic extract
of Vaccinium floribundum kunth (mullaca) about levels MDA serum Rattus norvegicus
var. albinus with lipoperoxidation induced by acrylamide. We worked with 24 male rats,
randomly divided into 4 groups (n=6): the white group only receives food and water ad
libitum, the control group was given the induction to lipoperoxidation with acrylamide at a
single dose of 50 mg / kg bw intraperitoneally, experimental 1 and experimental 2 were
induction to lipoperoxidation with acrylamide at a single dose of 50 mg / kg bw
intraperitoneal and administered the hydroalcoholic extract of the fruit of Vaccinium
floribundum Kunth (mullaca) for 10 days by orogastric tube 200 mg / kg bw for
experimental 1 and 400 mg / kg bw for experimental 2. Lipoperoxidation in serum was
determined according to the levels of malondialdehyde (MDA) through the technique of
thiobarbituric acid. The results were subjected to the T-STUDENT test and ANOVA test
obtaining P (<0.05), it is observed that there is a statistically significant difference between
the study groups. It is concluded that the hydroalcoholic extract of the fruit of VVaccinium
floribundum kunth (mullaca) reduces lipoperoxidation expressed in the decrease of serum
MDA levels.

Key words: Vaccinium floribundum, hydroalcoholic extract, lipoperoxidation,

malondialdehyde, acrylamide, thiobarbituric acid.
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I. INTRODUCCION

Las plantas han sido usadas por el hombre en tiempos atrds para tratar o aliviar
enfermedades y dolencias. En las actuales civilizaciones se dedican a cultivar las plantas
para su consumo alimentario y también para estudios cientificos por su accion terapéutica
que posee algunas de ellas, lo primero a destacar es que cada dia las personas se interesan
mas en obtener remedios naturales. Durante mucho tiempo estas plantas han sido la Gnica
materia de que disponian los médicos, no habia conocimientos para aplicar estudios de
manipulacion quimica. Por lo tanto, ahora se investiga las especies y se usan con fines

terapéuticos (2,

El reconocimiento de las pertenencias terapéuticas de las plantas es el producto de mucho
tiempo de pelea contra las enfermedades debido a que las personas aprendio6 a buscar los
metabolitos activos en las cortezas, las semillas, los cuerpos frutales y otras partes de las
plantas. Los metabolitos activos son elementos quimicos de las plantas curativas que
producen un efecto o respuesta del organismo beneficioso o dafiino en las personas. La
ciencia contemporanea ha comprobado su accion activa, considera que en la
farmacoterapia moderna tiene una gran importancia ha incorporado una diversidad de

farmacos de origen vegetal G4,

Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) anuncia que acerca de 80% de los
habitantes internacional utiliza plantas medicinales o hierbas medicinales para la atencion
primaria de salud. Las naciones en crecimiento economico adquieren el 67% de la
diversidad de plantas en el mundo. El Per0 se coloca en el quinto lugar de todos los paises,

en mayor cantidad de especies de plantas que son utilizadas por los habitantes por sus



propiedades (4.400 especies). ElI Peri posee una variedad especies de plantas
antioxidantes en las regiones andinas, un estudio realizada por Rosana Chirinos, col
(2013), demostraron gque las plantas que tenian elevado contenido total de fendlicos (TPC)

tuvieron mayor accion antioxidante 67,

Desde el principio de la historia los frutos rojos, o de intensa coloracién tenian actividad
antioxidante estos frutos son pequefios, no son cultivadas por el hombre, sino que crecen
como arbustos en los montes. Las sustancias antioxidantes pueden inhibir o retardar la
formacion de especies reactivas de oxigeno, evitando la formacion de un radical hidroxilo,
actuan cediendo un electrén a las moléculas inestables para fijar y anular las moléculas
inestables. Metabolitos considerados con actividad antioxidante compuestos fendlicos,

antocianinas, vitamina E entre otras ®).

Los radicales libres son especies quimicas, que presentan en su molécula un electron
desapareado y cuando son de bajo peso molecular tienen una gran inestabilidad. Los
radicales libres cuando sobrepasan la capacidad de proteccion antioxidante se produce el
estrés oxidativo, por ejemplo, en una oxidacion en los lipidos, se genera un dafio en las
membranas celulares, cambiando su permeabilidad produciendo como consecuencia un
edema y posible muerte celular, y una oxidacion de la LDL, se desarrolla una placa

ateromatosa ©.

Las especies reactivas de oxigeno, producidas por diversos estimulos como el propio
metabolismo, pueden desencadenar un aumento de los procesos de peroxidacion lipidica

(PL), proteica, dafio al ADN y degeneracion celular en diversos blancos celulares,



alterando el balance redox celular y conllevando al desarrollo del denominado estrés
oxidativo. La oxidacion lipidica es consecuencia del dafio de moléculas inestables que van
a generar una serie de procesos de un acido graso al ceder sus electrones y aumentar su
estado de oxidacion, tiene capacidad de oxidar a través de la formacion de su radical acido
graso a otras moléculas cercanas Este procedimiento se le asigna perioxidacion lipidica,
genera como subproductos tenemos al malondialdehido (MDA), que se puede evaluar en

tejidos, plasma, suero u orina 1011,

El fruto Vaccinium floribundum pertenece a la familia Ericaceae con el género Vaccinium,
crece en zonas montafiosas. Esta fruta es utilizada mayormente por poseer una alta
capacidad antioxidante, utilizado en el proceso agricola, su capacidad antioxidante tiene
un aproximado 1,200 mg equivalentes de Trolox / 100 g de tejido. Vaccinium floribundum
tiene entre sus componentes a vitaminas C y E, flavonoides, polifenoles y otros, todos
estos con capacidad antioxidante que llevan a brindan proteccion a los tejidos frente al

estrés oxidativo 1314,

La presente investigacion pretende aportar nuevos conocimientos para prevenir
enfermedades asociadas a la aparicion de radicales libres, por lo tanto, se considera
importante aportar informacién de Vaccinium floribundum como una alternativa para
tratamientos de enfermedades causados por radicales libres siendo menos riesgosa y
demostrando por varios estudios su eficacia para originar nuevos protocolos de interés
médica para acceder al ingreso al sistema de salud. Razén por la que se realizo esta

investigacién, con el fin de utilizar Vaccinium floribundum kunth para reducir los



radicales libres y ser medidos sobre los niveles de MDA en suero es por ello que

planteamos la siguiente interrogante:

¢ El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum kunth (mullaca) reduce
los niveles de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var . albinus con

lipoperoxidacion inducido por acrilamida?

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del extracto hidroalcohélico del fruto de Vaccinium floribundum
kunth (mullaca) sobre los niveles de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var.

albinus con lipoperoxidacion inducida por acrilamida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium
floribundum kunth (mullaca) a dosis de 200mg/kg y 400mg/kg sobre los niveles
de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var. albinus con
lipoperoxidacion inducida por acrilamida.
= Comparar el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto Vaccinium floribundum
Kunth (mullaca) sobre los niveles de malondialdehido séricos en Rattus

norvegicus var.albinus entre los grupos de estudio.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Nardi G et al, en el afio 2016 en Brasil, realizé un estudio para comparar los efectos
antiinflamatorios 'y antioxidantes de los extractos metandlicos de Lycium
barbarum, Vaccinium macrocarpon y Vaccinium myrtillus. Se trataron con extractos (50
y 200 mg / kg) al dia durante 10 dias, la actividad antioxidante se determind mediante el
ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), el poder reductor, las sustancias reactivas
al &cido tiobarbiturico de la peroxidacion lipidica, la actividad reducida del glutation y la
catalasa. Se observo solo en Lycium barbarum, Vaccinium macrocarpon presenta mayor
actividad de eliminacién del radical DPPH debido a su componente fenolicos y quercitina.
Concluyendo que la quercetina y compuestos compuesto fendlico que se encuentra en
estos extractos de frutos podria producir una respuesta antiinflamatoria basada en la

modulacion del estrés oxidativo %),

Pandir D, en el afio 2014 en Turquia, en su estudio evalué el efecto quimiopreventivo del
arandano en el estrés oxidativo inducido por cisplatino y el dafio del ADN en la sangre de
ratas. Utilizaron Vaccinium myrtillus 200 mg / kg durante 10 dias. Se han determinado
sistemas enzimaticos antioxidantes que incluyen superoxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y el nivel de malondialdehido (MDA). Demostrando que el Vaccinium
myrtillus disminuye altamente significativa (P <0,05) en el ADN de los linfocitos.
Llegando a la conclusion que Vaccinium myrtillus es capaz de prevenir el dafio genotdxico

y citotoxico causado por el cisplatino en las células de la sangre periférica en ratas (16,


http://www.phcogres.com/searchresult.asp?search=&author=Geisson+Marcos+Nardi&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0

Torrenegra et al, en el afio 2014, en Colombia, evaluaron la actividad antioxidante de las
pulpas Rubus glaucus B, Vaccinium floribundum Ky Beta wvulgarisL, la actividad
antioxidante fue determinada mediante la técnica de actividad antiradicalaria por el
método DPPH, asimismo el contenido de fenoles totales se realizd por el método
colorimétrico Folin-Ciocalteu Demostraron a través de los resultados la actividad
antioxidante que presento valores de 1Cso mediante la técnica de DPPH en el rango de
53,33 - 141,88 nug/mL, lo cual esta directamente relacionado con el contenido en fenoles.
Llegando a la conclusién que tanto la pulpa de Rubus glaucus Benth variedad
Castilla, Vaccinium floribundum K'y Beta vulgaris L, son considerados como promisorios

para disefiar productos nutracéuticos por su elevada actividad antioxidante 17,

Dalgo et al, en el afio 2014, Quito — Ecuador, estudié la relacion entre el desarrollo del
color con el contenido de antocianinas y clorofila en diferentes grados de madurez de
mortifio (Vaccinum floribundum), se midid el color segun la escala CIE, contenido de
antocianinas y clorofila se realizé por espectrofotometria UV-VIS. Se encontré en los
estados 1 y 5 se observé una disminucién de 0,052mg/g de clorofila y un incremento de

13700mg/kg del contenido de antocianinas, llegaron a la concluir que la concentracion de

antocianinas se incrementa durante la maduracion en todas las especies de Vaccinium®4),

Medina R, en el afio 2015 en Cajamarca- Peru, determinaron su efecto hepatoprotector
frente al estrés oxidativo del extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium floribundum
HBK “pushgay” Se determind en todos los grupos, la concentracién de radicales libres en
higado, por el método de las sustancias reactivas al acido Tiobarbiturico .Demostrando

gue una concentracion de 300 mg del extracto hidroalcohélico kg de peso corporal y 600



mg del extracto hidroalcoholico-Kg de peso corporal fue respectivamente: 6,149; 14,466;
11,794 y 8,786 pg de malondialdehido.g de higado, concluyendo que con el extracto
hidroalcohdlico Vaccinium floribundum a 300-600 mg-Kg de peso corporal, disminuyé

notablemente la cantidad de radicales libres®),

Garcia A. en el afio 2016, en Trujillo-Pert, tuvo por objetivo determinar el efecto del
liofilado de Vaccinium myrtillus “arandano” sobre la lipoperoxidacion inducida por
fluoxetina segun niveles de malondialdehido sérico en Rattus novergicus var.albinus. La
lipoperoxidacion en suero se determind a través de la técnica de acido tiobarbiturico
(TBARS), llegando a concluir que el liofilizado de Vaccinium myrtillus presenta efecto

antioxidante expresado en la disminucion de los niveles de malondialdehido (9,

Cosavalente K,en el afio 2015, en Trujillo-Per(, determino la relacion entre el contenido
de antocianinas totales y capacidad antioxidante in vitro del fruto Vaccinium corymbosum,
se cuantificaron las antocianinas totales se uso el método de pH diferencial, con lectura
en el espectrofotométrico a 520 nm y para la valoracion de la capacidad antioxidante una
solucion etanolica 0,1m del radical libre 2,2 difenil 1-picrilhidrazil. Obteniendo
antocianinas expresados en cianidina-3-glucosido, llegando a la conclusion que existe

relacion entre el contenido de antocianinas y su capacidad antioxidante @0,



2.2. Bases Tedricas

Fitoterapia

La fitoterapia esta integrada en la medicina complementaria y alternativa, y se puede
definir como la utilizacion de vegetales o extracto de vegetales para empleos terapéuticos.
La fitoterapia con el soporte de plantas es considerada como un tratamiento natural para
evitar o curar diferentes enfermedades mediante estudios que afirman sus propiedades
medicinales de algunas plantas %,

Plantas medicinales

Las plantas medicinales contienen componentes muy importantes que se pueden utilizar
en la elaboracion de medicamentos considerados dentro o fuera de la farmacopea, estas
plantas medicinales son recomendadas por sus altos valores terapéuticos para curar
enfermedades (),

Principio Activo

Los principios activos son una composicion quimicos encargados acto accion
farmacoldgica de un farmaco, que en este caso son las drogas vegetales. Una misma droga
vegetal puede incluir un soélo principio activo. Pero lo mas frecuente que podemos
encontrar en una droga vegetal diferentes principios activos, con efectos muy semejantes
entre ellos 23),

Vaccinium floribundum Kunth

Es una planta que integra la familia de Ericaceae llamado como “uva de monte, es un
arbusto cuya altura tiene hasta 2,5 m, sus hojas son pequefias con bordes aserrado. El

tamafo de las flores es hasta 1cm, son rosadas y follaje verde oscuro brindandole un



aspecto lindo a la planta. El fruto tiene una baya redonda de 5 a 8 mm de didmetro de color
azul oscuro o morado @),
Habitad
Las familias de las Ericaceas crecen en climas himedos y frios por las montafas,
su género Vaccinium contiene 450 especies localizadas desde Asia hasta los
Andes, este género lo encontramos mayormente en Sudameérica en paises como
Colombia, Ecuador, Per( y Bolivia en las alturas de las montafas entre los 1400
m.s, n,m hasta los 4350 m.s.n.m @),
Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Vaccinium
Especie: V. Floribundum @4
Componentes antioxidantes
Acido ascorbico, B-caroteno, contenidos fendlico solubles,
antocianinas(cianidinas-3-o-glucosidica) 29
Antocianinas
Las antocianinas tienen la capacidad de ceder electrones para estabilizar a una molécula
que contiene un electron desapareado, las antocianinas quelan iniones metalicos Fe 3*

inhibicién de la oxidacion de la desoxirribosa en la reaccion de Fenton, también captan



radical hidroxilo, aniones superoxido su actividad antioxidante disminuye la formacion
de malondialdehido conforme aumenta su concentracion (26),
Radicales libres
El oxigeno es muy importante para los seres humanos ayuda a mantener las funciones
vitales, pero en algunas condiciones el oxigeno se puede convertir en un elemento muy
reactivo por accion enzimatica, reacciones ionizantes etc, produciendo la formacion de
radicales libres son considerados como moléculas inestables que contienen uno o0 mas
electrones desapareados en su 6rbita, estas especies reactivas de oxigeno primero alteran
las funciones bioldgicas macromoléculas (carbohidratos ,lipidos ,proteinas, acidos
nucleicos) y después extienden su dafio a la célula y a los tejidos @7,
Tipos de radicales libres
Radicales libres inorganicos
El radical libre de oxigeno méas importantes seran radical hidroxilo (OH), radical
superoxido, radical peréxido, peroxido de hidrogeno, 6xido nitrico responsables
del dafio celular y en patologias en el sistema cardiovascular y sistema nervioso
generandose cuando hay un desequilibrio o estrés oxidativo @7,
Radicales libres organicos
En los radicales organicos se consideran primordialmente a las biomoléculas (C,
N,OS) que muchas veces presentan electrones desapareados que genera la
formacion de radicales libres que se afecta a si misma impidiendo la realizacion
de sus funciones .Por ejemplo la oxidacion del acido desoxirribonucleico afectaran

a los genes ,los lipidos de las membranas celulares a la homeostasis celular@?,

10



Peroxidacion lipidica y Malondialdehido (MDA)
La lipoperxidacion se produce por la alteracion de los &cidos grasos polinsaturados que
son maés sensibles a los radicales libres, esto se genera por una reaccion en cadena que
empieza con la sustraccion de un hidrogeno de un acido graso formandose un radical libre
que va captar el hidrogeno de otro acido graso, esta lipoperxidacion se da por 3 etapas 28):
Iniciacion
El mas relevante en la iniciacion de la lipoperxidaciédn es el radical hidroxilo forma
una molécula de agua mas un acido graso radical 29,
Propagacion
En esta etapa el &cido graso radical es inestable que formar con el oxigeno
molecular un &cido graso peroxil radical inestable que va a reaccionar con otro
acido graso dando un producto de un &cido graso radical distinto y un peréxido
lipido produciendo una reaccion en cadena 28,
Terminacion
La reaccion en cadena se detendra cuando dos radicales libres reaccionen y se
conviertan en moléculas estables o por antioxidantes que van a ceder sus electrones
estabilizando estas moléculas de radicales libres. Pero cuando no se detiene esta
reaccion en cadena causa dafio a las membranas celulares y lipoproteinas
generando edema, muerte celular y placa ateromatosa. La lipoperxidacion genera
subproductos como el malondialdehido originando una coloracion roja por la
reaccién con el acido 2-tiobarbitdrico (TBA) permitiendo su evaluacién en tejidos,

plasma, suero u orina ?8),

11



Acrilamida

la acrilamida es una secuencia de reacciones quimicas dando la formacién de reacciones
de Maillard que es el causante de efectos neurotoxicos, genotoxicos y carcinogénicos, para
generar reacciones de Maillard es necesario la interaccion de alimentos que contengan
grupo amino (lisina, arginina, histidina, triptéfano, asparagina) con un grupo carbonilo de
un azucar reductor sometiéndose a temperatura superior de 120 °C. La acrilamida sufre
una reaccion de oxidacion formandose al epoxido glicidamida (2,3-epoxy propionamida)
demostrandose que altos niveles se originan la formacién de radicales libres por la

disminucion del glutation reducido (GSH) ?9),

12



I11. HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis alternativa (H1):

El extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum Kunth (mullaca) reduce
los niveles de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var albinus con
lipoperoxidacion inducido por acrilamida.

3.2. Hipdtesis Nula (H0)

El extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium floribundum kunth (mullaca) no reduce
los niveles de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var albinus con

lipoperoxidacién inducido por acrilamida.

13



IV. METODOLOGIA

4.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

El trabajo de investigacion fue de tipo experimental, de enfoque cuantitativo y corte
transversal.

CONTROL NEGATIVO:

Este grupo estuvo conformado por 06 animales de Rattus norvegicus var albinus
recibieron alimento y agua ad libitum durante 10 dias.

CONTROL POSITIVO:

Este grupo estuvo conformado por 06 animales de Rattus norvegicus var albinus a las
cuales se les indujo la lipoperoxidacion con acrilamida a dosis Gnica de 50mg/kg peso
corporal intraperitoneal, ademas recibieron alimento y agua ad libitum <),

GRUPO EXPERIMENTAL 01:

Este grupo estuvo conformado por 06 animales de Rattus norvegicus var albinus a los
cuales se les indujo la lipoperoxidacion con acrilamida a dosis Unica de 50mg/kg peso
corporal intraperitoneal y se les administro el extracto hidroalcohdlico del fruto de
Vaccinium floribundum kunth (mullaca) a 200mg/kg de peso corporal durante 10 dias,
ademas de ello recibieron agua y alimento ad libitum (6),

GRUPO EXPERIMENTAL 02

Este grupo estuvo conformado por 06 animales de Rattus norvegicus var. albinus a los
cuales se les indujo la lipoperoxidacién con acrilamida a dosis Unica de 50mg/kg peso
corporal intraperitoneal y se les administro el extracto hidroalcohdlico de Vaccinium
floribundum kunth (mullaca) a 400mg/kg de pc durante 10 dias, ademas de ello recibieron

agua y alimento ad libitum (),
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4.2 POBLACION Y MUESTRA
POBLACION VEGETAL:
La planta de Vaccinium floribundum Kunth crece en el caserio Belén, Distrito de Chilia,
Provincia Pataz, en el Departamento de La Libertad, presenta una superficie de 0.50 m de
alto, flores blanco-rosadas, frutos morados al madurar.
MUESTRA VEGETAL.:
Se recolectaron el fruto Vaccinium floribundum kunth el Distrito de Chilia, Provincia
Sanchez Carrion, en el Departamento de La Libertad.
Criterios de inclusion:
Para la seleccidon de la muestra se incluyd:
= Frutos de tamafio homogéneo.
= Frutos con un grado de madurez adecuado (tomando como referencia la coloracion
del fruto).
»  Frutos sanos.
Criterios de exclusion:
Para la seleccion de la muestra se excluyo:
= Frutos malogrados (por plagas, secos).
= Frutos con tamafio pequefio 0 muy grande al tamario elegido.
POBLACION BIOLOGICA:
Estuvo conformado por 24 Rattus novergicus var. albinus adquiridas en el bioterio del
Instituto Nacional de Salud. Luego de adquirid los Rattus novergicus var. albinus fueron
colocados en jaulas de plastico, se aclimataron por un periodo de 7 dias. A temperatura de

aproximadamente 17 - 22°C en el lugar.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Variables Definicion conceptual Definicion Indicadores Escala de
operacional medicion

Variable Sustancia de una planta | Maceracion del frutos | Grupo Variable
Independiente: que contiene metabolitos | de Vaccinium | experimental 01 | Nominal
Extracto de Vaccinium | floribundum Kunth | 200mg/kg. Grupo
hidroalcohdlico del floribundum Kunth la| utilizando etanol al 70 | experimental
fruto de Vaccinium porcion  bioldgicamente | °C, a dos | 400mg/kg.
floribundum kunth activa extraida usando| concentraciones  del
(mullaca). como solvente el etanol. | extracto.
Variable Capacidad del fruto para | Es obtenido mediante pg /mi Variable
Dependiente: reducir los niveles de | las concentraciones de cuantitativa de
Efecto sobre los niveles | MDA. MDA. razén

de malondialdehido.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Preparacion del extracto hidroalcohélico

Para la preparacion del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum
kunth, primero se lavo la superficie de los frutos con agua corriente, se desengrasé con
una solucion de etanol al 70°C y después se enjuagd con agua destilada. Los frutos se
secaron a temperatura ambiente.

Se procedié a molerlos con la ayuda de un molino y luego se procedié a la extraccién de
los compuestos activos mediante maceracion, se pes6 1200 g, se macero con 3 litros de
etanol al 70°C y se guardo en un frasco ambar la mezcla se agito por cinco minutos diarios
durante por 10 dias. Luego de transcurrido este tiempo, se filtr6 al vacio, evaporandose el
solvente a temperatura ambiente durante 1 semana hasta la obtencion de 32.1 g del
extracto hidroalcohélico de Vaccinium floribundum Kunth” mullaca” (8),

Extraccion de la muestra sanguinea

Los especimenes fueron anestesiados por via intra-peritoneal con pentobarbital sédico
(HALATAL) equivalente a 0,3 ml para cada animal. Después se realizé la recoleccion de
aproximadamente 5mL de sangre directamente desde el corazdn expuesto en tubo sin
anticoagulante. Luego, inmediatamente, dicha muestra se sometid a centrifugacién (3 500
rpm por 10 minutos). Con el sobrenadante obtenido se realiz6 los ensayos de peroxidacion
lipidica @b,

Determinacion de la presencia de malonilaldehido en suero

Técnica del acido Tiobarbiturico

Se tomé 100 uL de suero, se coloca en tubo de ensayo de tapa rosca conteniendo 1,6 mL

de solucion Krebs, adicionando luego 100 pL de solucion de hierro y 200 pL de solucion
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de ascorbato. Una vez preparados y cerrados con tapa los tubos se llevaron a incubar a
una temperatura de 37° Celsius en bafio maria por 30 minutos; pasado ese tiempo se retira
del bafio maria y se le agrega 1 ml de acido tricloroacético (TCA) y se lleva a bafio maria
a 100 °C por 15 minutos, una vez retirado se centrifuga por 30 minutos a una velocidad
de 3500 r.p.m. para luego trasvasar el sobrenadante a otro tubo de ensayo con tapa rosca,
al cual se le adiciona 1 ml de acido tiobarbiturico (TBA) y se lleva a bafio maria a 100 °C
por 15 minutos, después de esto centrifugar nuevamente por 30 minutos a 3500 r.p.m,
luego se afiadio 2,5 ml de N-butanol y piridina para extraer el complejo con el acido
tiobarbiturico se agita y centrifuga y por ultimo se lee las absorbancias en
espectrofotometro a una longitud de onda de 535 nm. Las absorbancias fueron
transformadas a ug de malondialdehido (MDA) por ml de suero mediante el desarrollo de
una curva de calibracion G,

4.5 Plan de anélisis

Los resultados seran sometidos a la prueba de T-STUDENTS para variables
cuantitativas, a un 95% de confianza (o< 0.05) y un error del 5% se utilizara el Paquete

estadistico SPSS v 20.0 y ANOVA.
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo de la | Formulacién Obijetivos Hipdtesis Tipo y disefio de | Variables Definicién Indicadoresy | Plan de
investigacion del problema investigacion escala de | analisis
medicién

Efecto del extracto | ¢El extracto | Determinar el efecto del extracto | Hipotesis alternativa: El trabajo de | Variable Concentrado  de | Variable Los  datos
hidroalcohélico del | hidroalcohdlico | hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium | El extracto | investigacion fue | Independient | principios activos | Nominal fueron
fruto de Vaccinium | del fruto de | floribundum kunth (mullaca) sobre los| hidroalcohdlico del fruto | de tipo | e:  Extracto | con  cantidades analizados
floribundum kunth | Vaccinium niveles de malondialdehido séricos en | de Vaccinium | experimental, de | hidroalcohdlic | determinadas. Variable con la
(mullaca) sobre los | floribundum Rattus norvegicus var. albinus con | floribundum Kunth | enfoque 0 Vaccinium Cuantitativa prueba
niveles de | kunth (mullaca) | lipoperoxidacion inducido por acrilamida. | (mullaca) reduce los | cuantitativo ,corte | floribundum Capacidad el fruto | razon estadistica
malondialdehido tiene efecto niveles de MDA séricos | transversal. Kunth para reducir los de ANOVA
séricos en Rattus | sobrelosniveles | Determinar el efecto del extracto| en Rattus norvegicus var (mullaca). niveles de y T-
norvegicus var. | de hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium | albinus con malondialdehido STUDENT
albinus con | malondialdehid | floribundum kunth (mullaca) a dosis de | lipoperoxidacion inducido Variable en suero de Rattus S
lipoperoxidacion 0 séricos en | 200mg/kg y 400mg/kg sobre los niveles de | por acrilamida. dependiente norvegicus  var.
inducido por | Rattus malondialdehido  séricos en  Rattus Efecto sobre | albinus.
acrilamida. norvegicus var | norvegicus var. albinus con | Hipétesis Nula: los niveles de

.albinus con | lipoperoxidacion inducido por acrilamida. | El extracto malondialdehi

lipoperoxidacid hidroalcohdlico del fruto do.

n inducido por | Comparar el efecto del extracto | Vaccinium  floribundum

acrilamida?

hidroalcohdlico del fruto Vaccinium
floribundum Kunth (mullaca) sobre los
niveles de malondialdehido séricos en
Rattus norvegicus var. albinus entre los
grupos de estudio.

kunth (mullaca) no reduce

los niveles de MDA
Séricos en Rattus
norvegicus var albinus

con lipoperoxidacion
inducido por acrilamida.
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4.7 Principios éticos

El cuidado de los animales de experimentacion empleados durante la investigacion, estan
sujetos de acuerdo a los principios éticos y normativos establecidos Reglamento del
Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) aprobado por acuerdo del Consejo
Universitario con Resolucion N°0942-2018-CU-Uladech Catolica en el cual se evidencia
la preocupacion en el cuidado y el uso de animales vivos para fines cientificos ¢,

En el proyecto de estudio se procedid a utilizar Rattus novergicus var.albinus traidas del
Instituto Nacional de Salud, se ubicé los animales de experimentacion en un ambiente
adecuado, se les coloco en jaulas comodas de pléstico para evitar que se lastimen, todos
los dias se les alimentaba con comida traido de la INS y el agua que no podia faltar, al

sacrificar los animales de estudio se evité el sufrimiento de las ratas.
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V. RESULTADOS:

5.1. RESULTADOS:

Tabla 1

Determinacion del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium floribundum kunth
(mullaca) a concentracion de 200mg/kg y 400mg/kg sobre los niveles de malondialdehido

séricos en Rattus norvegicus var. albinus con lipoperoxidacion inducida por acrilamida.

Concentracion de malondialdehido pg /ml

Grupos X £DS Significancia
n=6 (P)*
Control Negativo 0.469 =+ 0.177

Alimento y agua ad libitum

Control Positivo 2.097 * 0.209
Dosis de 50mg/kg de acrilamida 0.000
Experimental 1 1.655 =*0.194

(acrilamida+ extracto

Vaccinium f. 200mg/kg)

Experimental 2 0972 £ 0.161
(acrilamida+ extracto

Vaccinium f. 400mg/kg)

*P (<0.05), PRUEBA ANOVA.

Fuente: Paquete estadistico SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos durante la

investigacion.
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Tabla 2
Comparar el efecto del extracto hidroalcoholico del fruto Vaccinium floribundum Kunth
(mullaca) sobre los niveles de malondialdehido séricos en Rattus norvegicus var. Albinus

entre los grupos de estudio.

Grupos Significancia (p)*
Grupo blanco

VS
Experimental 1 0.000

Grupo blanco
VS

Experimental 2 0.136

Grupo control

VS 0.004
Experimental 1

Grupo control

VS 0.000
Experimental 2

Experimental 1 0.000
VS
Experimental 2

* P >0.05, PRUEBA T — STUDENT.

Fuente: Paquete estadistico SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos durante la

investigacion.
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS:

El malondialdehido es un biomarcador como producto de descompensacion de la
lipoperoxidacion que se produce por la reaccion entre un radical libre con lipidos
poliinsaturados que presentan doble enlace carbono—carbono que contienen hidrdgenos
que van ser extraidos formando un radical lipidico reaccionando inmediatamente con el
oxigeno para formar un radical peroxi lipidico que va a extraer un hidrogeno de otra
molécula lipidica formando un nuevo radical lipidico e hidroperdxido lipidico
generandose una reaccion en cadena, dando lugar a una serie de productos como el
malondialdehido es un aldehido que se forma por la ruptura de las largas cadenas de
lipidos llegando a la circulacion sanguinea, MDA reacciona con el &cido tiobarbiturico

dando lugar a un cromdgeno de color rojo detectable por espectrofotometriaa 532 nm ©3),

En la tabla 1, con la prueba ANOVA se observa que la significancia es de 0.000, es decir
el valor P es menor que el alfa (0.05) existiendo una diferencia significancia en los grupos
de estudio, demostrandose de esta manera el efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto
Vacinium floribundum kunt “mullaca” reduce los niveles de MDA en suero de Rattus

novergicus var. albinus, en los grupos experimentales.

El efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto Vacinium floribundum kunt “mullaca” que
rudujo los niveles de MDA, se corrabora con el estudio de Pandir D, en el afio 2014, utilizo
Vaccinium myrtillus 200 mg / kg durante 10 dias en el estrés oxidativo, determinando el
nivel de MDA, llegando a la conclusion el Vaccinium myrtillus tiene efecto antioxidante
frente al estrés oxidativo. FahadH en su investigacion determino la eficacia

hepatoprotectora de CBE (200 y 400 mg / kg) contra la hepatotoxicidad ,su actividad
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antioxidante se evalu0 mediante varios biomarcadores entre ellos el MDA,
evidencidndose su efecto hepatoprotector y defensa antioxidante significativa contra el
estres oxidativo inducido por los radicales libres .En nuestra investigacion a concentracion
de 200mg/kg se obtuvo 1.655 + 0.194 y 400mg/kg fue de 0.972 + 0.161 evidenciandose

la reduccion de su formacion de los niveles de MDA (16.34),

En la tabla 1 con el grupo control positivo se puede evidenciar niveles altos de
malondialdehido en suero Rattus norvegicus var albinus a diferencia de los grupos
experimentales, segun Pal M et al, en el afio 2016, los niveles altos de MDA que presenta
es por la dosis de 50mg/kg induce a estrés oxidativo causando genotoxicidad,
hepatotoxicidad, neurotoxicidad, dafio en las membranas de los eritrocito ,esto se debe
que la acrilamida es compuesto vinilico de bajo peso molecular y alta solubilidad en agua
que le facilitan su rapida absorcidon y distribucién en todo el organismo, presenta
deficiencia de electrones dandole la caracteristica de electrofilicidad para interactuar con

macromoléculas bioldgicas como las proteinas, carbohidratos y lipidos (3539),

Giraldo J en el afio 2015 ,la acrilamida en el organismo humano una vez ingerida es
absorbida rapidamente en el intestino y puede encontrase en varios érganos como el
higado, corazon, rifiones metabolizandose por dos fases, fase | se metaboliza a través del
citocromo P450(CYP2E1) a glicidamida por medio de una epoxidacién del enlace vinilico
(2,3-epoxipropionamida) causando toxicidad y la fase Il es biotrasformada por el glutation a
acidos mercaptaricos que son excretados via renal, pero cuando el glutatién se agota esta
glicidamida reacciona con los lipidos que son los mas susceptibles extrayendo un

hidrogeno de los lipidos dando la iniciacion del mecanismo en cadena de la

24


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SINGH%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26252199

lipoperoxidacion, formando como productos como el malondialdehido originando una

coloracion roja por la reaccion con el 4cido tiobarbiturico (TBA) 7).

En latabla 2, se realiz6 la prueba de PRUEBA T —~STUDENT comparacion con los grupos
de experimentacion, por lo que se observé que entre las concentraciones de 200mg
muestran diferencia significativa en comparacion con el grupo control positivo y negativo,
también se muestra diferencia significativa entre la concentracion de 400mg y el grupo
control positivo y negativo no hay diferencia significativa demostrandose que esta

concentracion 400mg/kg tiene efecto sobre los niveles de MDA reduciendo su formacion.

El efecto del extracto hidroalcohdlico del fruto Vacinium floribundum kunt “mullaca”
sobre los niveles de MDA, se debe a su actividad antioxidante por contener como
metabolito a las antocianinas tiene la capacidad de donar sus electrones a los radicales
libres, lo cual podemos corroborar con el estudio de Prencipe FP, et al, en el afio del 2014,
en sus resultados obtuvo de V.floribundum un contenido alto de &cidos fendlicos ,

flavonoles , antocianina en comparacion con V. myrtillu 1112,

Su capacidad antioxidante de las antocianinas participa en la etapa terminal de la
lipoperoxidacion donando sus grupos hidroxilos presentes en el anillo B y C de sus
estructuras quimicas al radical peroxi lipidico convirtiéndolo en una molécula estable,
evitando de esta manera el mecanismo de reaccién en cadena de la lipoperxidacion. Las
antocianinas también  reducen o eliminan los radicales hidroxilos quelando iniones

metélicos Fe 3* inhibicion de la oxidacion de la desoxirribosa en la reaccion de Fenton

(38.39)
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V1. CONCLUSIONES

> Se determiné que el extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium floribundum
kunth (mullaca) reduce los niveles de malondialdehido séricos en Rattus
norvegicus var. albinus con lipoperoxidacion inducido por acrilamida.

» Se determin0d que el extracto extracto hidroalcohdlico del fruto Vaccinium
floribundum kunth (mullaca) a dosis de 200mg/kg y 400mg/kg reduce los niveles
de MDA en suero obteniendo 1.655 + 0.194 en el experimental 1 y 0.972 +0.161
en el experimental 2.

> Segln la comparacion de los grupos, se demostrd el efecto del extracto
hidroalcohdlico del fruto Vaccinium floribundum kunth (mullaca) sobre los niveles

de MDA, mostrando la mejor reduccion a concentracion de 400mg/kg pc.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS
= Se recomienda seguir la investigacion experimental con diferentes metabolitos
presentes en Vaccinium floribundum kunth (mullaca) frente a otras patologias.
= Es recomendable incentivar el uso de plantas medicinales como, Vaccinium
floribundum kunth (mullaca), debido a sus propiedades terapéuticas, de tal manera

que se utilice bajo estandares establecidos de seguridad y calidad de las plantas.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de la presencia de malondialdehido en suero

REACTIVOS TESTIGO PROBLEMA
Sol de Krebs (ml) 1.7 1.6

Problema (ml) - 0.1

Fe (ml) 0.1 0.1=1ml
Ascorbate (ml) 0.2 0.2=2ml

ncubar a 37°C por 30 minutos

TCA (ml) 1.0 1.0

Bafio maria a 100 °C por 15 min ,centrifugar a 3500 rpmx 30’

TBA (ml) 1.0 1.0

Bafio maria a 100 °C por 15 min ,centrifugar a 3500 rpmx 30’

Leer en especto fotometro a 535 nm
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Anexo 2. Prueba de CHAPIRO — WILKS para determinar la normalidad de los grupos

de estudio.
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro- wilk
estadistico | gl Sig. estadistica | gl. Sig.
Grupos de |.109 24 .200(*) 946 24 220
estudio

Fuente: SPSS 22.0 sobre los datos obtenidos durante la investigacion

Interpretacion

Teniendo en cuenta el nimero de muestra utilizado en la investigacion la prueba que
aplica para determinar la normalidad fue la de CHAPIRO — WILKS (n< 30). En el
grafico observamos que la significancia el valor P > 0.05 se concluye gue los datos

provienen de una DISTRIBUCION NORMAL.
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Figura 1 Identificacion taxonémica del fruto Vaccinium floribundum Kunth (mullaca)

en el Herbarium Truxillense (HUT).

Figura 2. Lugar de donde se obtuvo la planta medicinal para el presente proyecto
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Figura 3. Recoleccion el fruto de Vaccinium floribundum Kunth (mullaca)

Figura 4. Preparacion para obtener el extracto del fruto Vaccinium floribundum kunth
(mullaca) .




Figura 5. Administracion de la acrilamida 50mg/kg intraperitoneal

Figura 6. Sondeado el extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium floribundum kunth
(mullaca) a los grupos experimentales
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Figura 7. Puncion cardiaca realizada a los animales de experimentacion: Rattus
norvegicus var. Albinus

Figura 8. Determinacion de la presencia de malondialdehido en suero

Agregando los reactivos a las muestras de suero

Las muestras con TBA antes de llevar a bafio maria parte final del procedimiento.
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Después del bafio mariaa 100 °C por 15 min, se evidencio en cada muestra una coloracion
y por ultimo se llegd a leer en el espectrometro a 535nm.
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