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ABSTRACT

The hydroalcoholic extract of Terminalia catappa leaves was tested in vivo to determine its
antioxidant activity. The objective was to determine the antioxidant effect of the extract of T.
catappa against free radicals induced in rat brain. We worked with two groups, the control
consisting of positive control and negative control subsets which were administered carbon
tetrachloride (CTC) 1 ml-Kg™ body weight and 2 mL of physiological saline solution (PSS),
respectively. The experimental group consisted of two subgroups treated with the hydroalcoholic
extract of T. catappa + CTC: one with 0.8 mg of extract T. catappa/kg bodyweight and the other
with 1.5 mg T. catappa/kg body weight, for seven days. In all groups was determined the amount
of free radicals in the brain by the technique of thiobarbituric acid reactive substances. From the
positive control was obtained an average concentration of 26.68 ug malondialdehyde/g brain
tissue, and in the negative control an average concentration of 9.76 pg malondialdehyde/g brain
tissue; in the experimental group treated with T. catappa to 0.8 mg-kg™ body weight and 1.5
mg-kg™" body weight was obtained an average concentration of 13.64 ug malondialdehyde/g
brain tissue and 15.80 pg malondialdehyde/g brain tissue, respectively. It was determined that the
group treated with the hydroalcoholic extract of T. catappa concentration to 0.8 mg-Kg™ body
weight showed significant inhibition of free radicals compared to the positive control subgroup.

Keywords: carbon tetrachloride, free radicals, Terminalia catappa, Plants antioxidants.
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RESUMEN

El extracto hidroalcoholico de hojas de Terminalia catappa fue ensayado in vivo para determinar
su accion antioxidante. El objetivo fue determinar el efecto antioxidante del extracto de T.
catappa, frente a radicales libres inducidos en cerebro de rata. Se trabajo con dos grupos, el
control conformado por un subgrupo control positivo y control negativo a los cuales se les
administré Tetracloruro de carbono (TCC) 1 ml-Kg™ de peso corporal y 2 mL de solucion salina
fisioldgica (SSF), respectivamente; el grupo experimental conformado por dos subgrupos
tratados con el extracto hidroalcoholico de T. catappa+TCC: uno con 0,8 mg de extracto T.
catappa/Kg de peso corporal y el otro con 1,5 mg T. catappa/Kg de peso corporal, por siete dias.
En todos los grupos se determind la cantidad de radicales libres en cerebro por la técnica de las
sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico. Se obtuvo en el control positivo una concentracion
promedio de 26,68 pg malondialdehido/g tejido cerebral, en el control negativo una
concentracion promedio de 9,76 pug malondialdehido/g tejido cerebral, en el grupo experimental
tratado con T. catappa a 0,8 mg.Kg™ de peso corporal y 1,5 mg-Kg™ de peso corporal, se obtuvo
una concentracion promedio de 13,64 pg malondialdehido/g tejido cerebral y 15,80 ug
malondialdehido/g tejido cerebral respectivamente. Se determind que el grupo tratado con el
extracto hidroalcoholico de T. catappa a la concentracion de 0,8 mg-Kg™ de peso corporal mostro
unasignificativa inhibicion de los radicales libres comparado con el subgrupo control positivo.

Palabras clave: Plantas antioxidantes, radicales libres, Terminalia catappa, Tetracloruro de carbono.

INTRODUCCION nuevas terapias alternativas, evaluandose
extractos de plantas con resultados
satisfactorios (Hoyl 2000, Chéavez et al. 2001,

Blagosklonny etal. 2010, Borut & Raja2012).

Desde hace varios afios se ha incrementado el
uso de plantas medicinales, con el proposito de
disminuir la incidencia de enfermedades, asi
como también contrarrestar en cierto grado la

En los dltimos afios se ha registrado gran
interés por la funcion que cumplen los

vejez y los efectos que esta conlleva (Pardo
2003, Mukherjeeetal. 2011).

Las plantas son fuentes de nuevos y mas
eficientes antioxidantes, a los que la
farmacologia puede recurrir para neutralizar
los radicales libres, producidos por el
metabolismo celular y que estan vinculados a
diversas enfermedades (Kumar & Kumar
2006).

Muchas de las enfermedades del hombre como
cancer, arteriosclerosis, artritis reumatoide,
alzheimer, trauma cerebral isquémico e
inclusive la vejez, son producto del estrés
oxidativo, esto ha sugerido la blsqueda de

radicales libres en el organismo. Un radical
libre es una entidad quimica que posee un
electron desapareado en su orbital externo,
esto lo hace muy inestable;
extraordinariamente reactivo y de vida
efimera, con enorme capacidad para
combinarse inespecificamente en la mayoria
de los casos. La formacion de radical libre in
vivo ocurre en la via catalitica de enzimas,
durante los procesos de transferencia de
electrones que ocurre en el metabolismo
celular, o por la exposicion a factores
exogenos. Con todo, la condicion de pro-
oxidante a radical libre puede aumentar debido
a la mayor generacion intracelular o por la
deficiencia de los mecanismos antioxidantes
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que resultan en la induccién de dafio celular
por los radicales libres, este proceso es llamado
estrés oxidativo (Pires & Greggi 1999, Crozier
et al. 2000, Elejalde 2001, Rodriguez et al.
2001, Rahman 2007, Blagosklonny et al. 2010,
Borut & Raja2012).

Existen muchas moléculas que pueden
disminuir el estrés oxidativo, y por lo tanto sus
efectos. Los tejidos vegetales son los
principales sistemas bioldgicos que sintetizan
antioxidantes como: a-tocoferol, acido
ascorbico y carotenoides, pero ademas son
ricos en una amplia variedad de polifenoles.
Muchos alimentos de origen vegetal son ricos
en flavonoides hidroxilados y otros
compuestos fendlicos que se encuentran en
estado natural en cantidades que van desde
trazas hasta g.Kg™ de material fresco, a los que
se les ha demostrado propiedades
antioxidantes (Urquiaga & Leighton 2000,
Russo & Esperanza 2001, Hernandez et al.
2003, Babayi etal. 2004, Oparaetal. 2012).

La familia Combretaceae reline numerosas
especies que han sido estudiadas por suempleo
con fines medicinales, entre esta se encuentra
Terminalia catappa L. “almendro de la india”.
Las hojas de T. catappa han sido utilizadas
desde hace mucho tiempo en la india y zonas
tropicales y subtropicales, en medicina
tradicional para el tratamiento de dermatitis y
la hepatitis. Hoy en dia diversos estudios le
atribuyen propiedades hepatoprotectoras,
antiinflamatorias, bactericidas, antivirales y
antiparasitarias (antidisentéricas) y recientes
investigaciones le han otorgado propiedades
antidiabetdégenas, antifungicas y
antimetastasicas (Chu et al. 1998, Nagappa et
al. 2003, Fan et al. 2004, Tang et al. 2004,
Mansor et al. 2005, Chao-Bin 2012, Marques
etal. 2012, , Zirihietal. 2012).

Las sustancias que le confieren estas
propiedades a T. catappa son
fundamentalmente taninos hidrolizables como
punicalagina, punicalina, acido chebulagico,

Extracto de Terminalia sobre radicales libres

geranina, entre otros (Kuklinski 2002, Opara et
al. 2012).

El presente estudio, estuvo orientado a
determinar el efecto antioxidante del extracto
hidroalcolico de T. catappa, frente a radicales
libres inducidos por tetracloruro de carbono en
cerebro derata.

MATERIAL Y METODO

Material

Se recolectaron hojas de T. catappa en buen
estado, del jardin botanico de “Bellas artes”; en
la Provincia de Trujillo, Perd. También se
utilizaron treintaidos especimenes de Rattus
rattus (Linnaeus, 1758) albinus raza Holtzman
isogénicas criadas en el biotério de la facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Trujillo (UNT), separadas en
cuatro grupos conformados por ocho animales
de experimentacién cada uno.

Procedimiento

Obtencion del extracto hidroalcohdlico de T.
catappa

La superficie de las hojas se lavd con agua
corriente, luego con agua destilada QP
desionizada, desecandose completamente en
estufa marca Memmert calibrada a 50°C;
posteriormente se procedio a molerlas con la
ayuda de un molino y se tamizé en tamiz de
250 um marca Amping Yuansheng Mesh Co.,
Ltd. hasta la obtencion de un polvo fino. Se
tomo 200 g de este polvo fino y luego se
procedid a la extraccion de los compuestos
activos mediante maceracion, en una mezcla
hidroalcoholica de butanol al 70%, en frascos
ambar de cierre hermético, con agitacion por 5
min diarios por 10 dias. Posteriormente se
filtré al vacid en papel filtro Watman N° 1,
evaporandose luego el filtrado por ventilacion
hasta la obtencion de un producto cristalino
que fue conservado en frasco ambar en
refrigeracion hasta su utilizacion (Torres et al.
2007).
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Preparacion y administracion de la dosis del
extracto hidroalcohdlico de T. catappa

Se prepard una solucién del extracto de T.
catappade Img-mL™en agua bidestilada.

La dosificacion se administré via oral
mediante sonda orogastrica a las
concentracionesde 0,8 mgy 1,5 mg de extracto
de T. catappa/Kg de peso corporal a dos grupos
experimentales, por cuatro dias consecutivos,
luego después de media h de la ultima dosis
(cuarto dia) se administr6 1 mL-kg™ de peso
corporal de tetracloruro de carbono (TTC);
continuandose con las mismas dosis de T.
catappa del quinto al sétimo dia,
respectivamente. Para el control positivo se
administro6 via oral mediante sonda gastrica la
cantidad de 2 mL de solucidn salina fisiologica
(SSF) durante cuatro dias, al cuarto dia
después de media h de la administracion de
SSF se administré 1 mL-kg™ de peso corporal
de TTC (como agente prooxidante),
continudndose el tratamiento con SSF del
quinto al sétimo dia. Para el control negativo se
administro via oral mediante sonda gastrica la
cantidad de 2 mL de SSF/ dia durante siete
dias.

Determinacion de radicales libres

Las ratas se sacrificaron utilizando una dosis
intraperitoneal alta de pentobarbital sédico
(HALATAL), luego se procedio a decapitarlas
y extraer el cerebro lo mas rapido posible (de
30 a 50 seg después de la muerte) colocandolo
en una solucién Krebs de 2° a 4° C (para evitar
la oxidacion celular), luego el cerebro es
despojado de las meninges y es triturado en un
mortero de porcelana de 0 a 4° C, se extrae 19
de cerebro triturado y se coloca en 5mL de
solucion Krebs (NaCl: 119mM, KCI: 4,6Mm,
NaHCO,: 15mM, CaCl,: 1,5mM, MgCl;:
1,2mM. NaH,PO, 12mM y glucosa: 11mM) a
0° C en tubo de ensayo Potter, el cual se
homogenizo, en un homogeneizador eléctrico
(Villalba 1998).
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Peroxidacion lipidica

Fue medido con el método de las sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS),
utilizando para ésto, acido 2-tiobarbitarico de
la marca Merck Millipore. Estas
determinaciones se realizaron en presencia y
ausencia de Fe3+/ascorbato (Villalba 1998,
Obietal.2001).

Analisis datos
Los datos fueron analizados utilizando el
ANOVA, ademas, se utilizaron intervalos
confidenciales simultaneos para efectos de
tratamientos.

RESULTADOS

En la figura 1 se aprecia que en el control
positivo se obtuvo la mayor concentracion
promedio de malondialdehido (radicales
libres) en cerebro de rata que fue de 26,68
Hg.g™* de cerebro; por el contrario, la menor
concentracion promedio es de 9,56 pg.g™* de
cerebro en individuos del grupo control
negativo, al cual solo se le administrd solucion
salina fisiol6gica. La cantidad de
malondialdehido promedio de los grupos
experimentales fue bajo con respecto al grupo
control positivo.

DISCUSION

Cuando una dosis de tetracloruro de carbono
(TCC) via oral entra al organismo, en un
tiempo de tres h alcanza niveles maximos en
sangre, higado, rifién, cerebro y musculo. Un
niumero de sustancias aumentan la
biotransformacién de TCC y refuerzan su
intoxicacién. La induccion de la isoenzima
Citocromo P450 que estd implicada en la
bioconversién del TCC a los metabolitos que,
en el tejido inician la lipoperoxidacion (Ho-
Sun & Mihi 2008).

270



The Biologist (Lima). Vol. 11, N°2, jul-dec 2013

25 1

20 1

10 A

Extracto de Terminalia sobre radicales libres

C. positivo C. negativo

0,8 mg/Kg peso 1,5 mg/Kg peso

Figura 1. Grafico de barras que muestra la cantidad de malondialdehido (radicales libres) en pg-g™ de cerebro producido en los
cuatro grupos de experimentacion; al control positivo sélo se le administré TCC, al control negativo sélo se le administro SSF, el
grupo experimental 0,8 mg de extracto de T. catappa/Kg de peso corporal y el grupo experimental 1,5 mg de extracto de T.

catappa/Kg de peso corporal.

El citocromo P450 participa en el metabolismo
de sustratos enddgenos de importancia
biolégica como el colesterol, acidos biliares,
hormonas esteroidales y &cidos grasos.
Ademas participa en el metabolismo de
sustratos de naturaleza exoOgena
(xenobidticos), tales como hidrocarburos
aromaticos policiclicos y aminas aromaticas
(que se bioactivan a agentes carcindgenos),
también drogas, pesticidas, procarcindgenos,
anestésicos, solventes organicos entre muchos
otros. EI TCC se metaboliza por el citocromo
P450, el cual transfiere un electron al
compuesto, produciéndose radicales altamente
reactivos. Este proceso de transformacion se
realiza en el higado (Orellana & Guajardo
2004, ATSDR 2005, Ho-Sun & Mihi 2008,
Mitraetal. 2011).

En el organismo el TCC se disocia en radical
triclorometilo (CCL,) y radical triclorometil
perdxido (CCIO); la unidn covalente de estos
radicales con las proteinas y lipidos celulares
son considerados como el paso inicial de una
cadena de eventos que conducen a la
lipoperoxidacién de lamembranay finalmente
a la necrosis celular. Durante el estrés
oxidativo o desequilibrio redox la produccion
de radicales libres y los dafios que estos pueden
generar, sobrepasan la capacidad de las células
para eliminarlos y promover una eficiente
reparacion de sus principales moléculas: ADN,
proteinas y lipidos. La relacion de este
fendmeno con los procesos
neurodegenerativos puede estar asociado con
las propias caracteristicas del cerebro; un
organo que presenta altos niveles de acidos
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grasos facilmente peroxidables, consume el
20% del oxigeno incorporado en el torrente
sanguineo y, no estd especificamente
enriquecido con enzimas antioxidantes (Diaz-
Ayalaetal. 1998, Gaoetal. 2004, Almaguer &
Almaguer 2006, Mitraetal. 2011).

En la figura 1, se observé que los animales de
experimentaciéon tratados con TCC, presentan
un incremento en la concentracion de
malondialdehido (radicales libres, el cual
indica un dafio celular) altamente significativo,
P<0,01, con respecto al grupo control
negativo. En el grupo control negativo, tratado
con SSF, se observo que no existe dafio celular
aparente. También se observd diferencias
altamente significativas, P<0,01, entre los
grupos experimentales y el control positivo,
esto se debe al efecto protector que poseen los
flavonoides, polifenoles, taninos y muchas
especies de moléculas presentes en el extracto
de T. catappa (Annegowda et al. 2010,
Mukherjeeetal. 2011).

Los flavonoides ejercen su accién antioxidante
capturando y secuestrando a los radicales
libres, es decir, se unen a ellos donandoles un
hidrégeno y proporcionandoles por lo tanto
estabilidad; los flavonoides también acttan
inhibiendo los enzimas oxidasas que favorecen
la peroxidacion lipidica tales como la
lipooxigenasa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa, ¥ NADPH oxidasa y
xantinooxidasa, evitando la generacion de
especies reactivas de oxigeno; también inhiben
la fosfolipasa A2, mecanismo por el cual los
flavonoides ejercen accion antioxidante. Se
seflala ademas que las propiedades
antioxidantes de los flavonoides estan basadas
en su estructura: con un grupo o-difendlico, un
doble enlace conjugado 2-3 y grupos
hidroxilos en posiciones 3 y 5 (Moreno et al.
2004, Guija et al. 2005, Torres et al. 2007,
Blagosklonny et al. 2010, Annegowda et al.
2010).

No se encontré diferencias estadisticamente
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significativas entre los tratamientos con T.
catappa 0,8 mg-Kg™* de peso corporal y 1,5
mg-Kg™* de peso corporal, pero se observé
mayor inhibicion de la formacion de radicales
libres en el grupo que recibid el tratamiento
con T. catappa de 0,8 mg-Kg™ de peso corporal,
lo que nos indica que no siempre el uso de dosis
mas elevadas proporciona mayor proteccion
antioxidante; cantidades elevadas de
flavonoides pueden tener comportamiento, de
cierto modo, prooxidante, ya que pueden
ocasionar una reduccion temporal del hierro y
cobre, los cuales sufren una autooxidacion y
pueden incluso involucrarse en un proceso
redox, asi como también pueden afectar a los
componentes del sistema de defensa
antioxidante; éstos metales ademéas generan
radicales libres mediante la reaccion de Fenton
al formar el complejo Fe ATP/H,O, (Moreno et
al. 2004, Orellana & Guajardo 2004, Weinman
etal. 2011).

Segun un trabajo realizado anteriormente se
demuestran que tanto la punicalagina como la
punicalina moléculas encontradas en hojas de
T. catappa mostraron actividad antioxidante a
dosis muy bajas en un modelo de dafio hepatico
inducido por TCC en ratas (Annegowda et al.
2010, Mukherjeeetal. 2011).

Terminalia catappa a las concentraciones de
0,8y 1,5 mg-Kg™" de peso corporal demostro
tener actividad antioxidante frente a los
radicales libres inducidos por tetracloruro de
carbono, por lo que se recomienda realizar mas
estudios para determinar otras propiedades
medicinales y descartar efectos colaterales; de
tal manera que sea usado como una alternativa
para el tratamiento de enfermedades
ocasionadas por los radicales libres.

La limitacion que se tuvo al realizar esta
investigacion es la obtencion de la linea
isogénica de R. rattus, ya que esto tomo tiempo
en la crianza, reproduccion y seleccion de
especimenes machos.
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