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Resumen

Objetivos: Evaluar el efecto neuroprotector del extracto hidroalcohélico de hojas de Satureja brevicalyx ‘wayra muiia’ en ratas sometidas
a hiperoxia, y su progenie sometidas a hipoxia isquemia. Disefio: Experimental. Lugar: Area de Cirugia Experimental, Instituto Nacional
de Salud del Nifio, y Laboratorios del Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Material biolégico: Rattus novegicus de la cepa Holtzman, hojas secas de Satureja brevicalyx ‘wayra
mufa’. Intervenciones: Tratamiento con el extracto en dos modelos: hiperoxia en ratas hembras adultas, e hipoxia en la progenie de
ratas madre tratadas. Se realiza ANOVA y prueba de Tukey. Principales medidas de resultados: Actividad de superoxido dismutasa
(SOD), niveles de glutation (GSH) total y niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS). Resultados: En las ratas
tratadas con el extracto se observo disminucion significativa de TBARS y participacion de GSH y SOD. Conclusiones: Nuestros
resultados sugieren que el extracto hidroalcolico de Satureja brevicalyx ejerce efecto neuroprotector en condicion de hiperoxia e
hipoxia experimental, mediante la mitigacion de la lipoperoxidacion como parametro de dafio oxidativo, con participacion del GSH y
la actividad de SOD como mecanismos de defensa antioxidante.

Palabras clave: Neuroproteccion, estrés oxidativo, TBARS, lipoperoxidacion, superoxido dismutasa, glutation, hiperoxia, hipoxia,
Satureja brevicalyx.

Abstract

Objectives: To determine Satureja brevicalyx ‘wayra muna’ leaves hydroalcoholic extract neuroprotective effect in rats subjected to
hyperoxia and its progeny to hypoxia ischemia. Design: Experimental. Setting: Department of Experimental Surgery, National Institute
of Child Health, and Biochemistry and Nutrition Research Center Laboratory, Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Peru. Biological material: Rattus novegicus Holtzman strain, Satureja brevicalyx ‘wayra muna’ dry leaves. Interventions:
Treatment with the extract had two models: hyperoxia in adult female rats and hypoxia in the offspring of rats treated. Both ANOVA and
Tukey test were performed. Main outcome measures: Superoxide dismutase (SOD) activity, total glutathione (GSH) and thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) levels. Results: Rats treated with the extract showed significant decrease in TBARS and participation
of GSH and SOD. Conclusions: Our results suggest that Satureja brevicalyx hydroalcoholic extract exerts neuroprotective effect in
hyperoxia and hypoxia conditions by alleviating experimental lipid peroxidation, an oxidative damage parameter, with participation of
GSH and SOD activity as antioxidant defense mechanisms.

Key words: Neuroprotection, oxidative stress, lipid peroxidation, superoxide dismutase, glutathione, hyperoxia, hypoxia, Satureja
brevicalyx.
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INTRODUCCION

La alta incidencia de disfuncién neu-
rolégica asociada a diversos eventos
clinicos y el reconocimiento de la im-
portancia de productos naturales que
coadyuvan en las estrategias terapéu-
ticas han motivado diversos estudios
para identificar y demostrar los efectos
neuroprotectores de la variada riqueza
de nuestros recursos naturales.

El término ‘neuroproteccién’ se uti-
liza para referirse a cualquier medida
profildctica que se inicia durante el
perfodo peri-isquémico, con el fin de
mejorar la supervivencia neuronal V.
Entre los principales mecanismos
bioquimicos que intervienen en este
proceso se incluyen los flujos iénicos
transmembrana y el aumento de calcio
intracelular, excitotoxicidad, la forma-
cién de radicales libres, Ia produccién

de peroxinitrito, la liberacién de media-
dores de la inflamacién, la disfuncién
mitocondrial, entre otros . Condi-
ciones ambientales adversas, como hi-
poxia, isquemia, hiperoxia, temperatu-
ra elevada, compuestos téxicos, estrés
oxidativo, pueden ser iniciadores de
este proceso @,

El oxigeno, molécula indispensable
para mantener la vida de los organis-
mos aerobios, puede potencialmente
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ser el factor iniciador de un proceso de-
nominado estrés oxidativo que puede
llevar a la muerte; esta es la paradoja
del oxfgeno. Esta molécula da lugar a
la formacién de especies reactivas del
oxigeno (EROs), tanto en condiciones
de hipoxia como de hiperoxia. Hoy se
sabe que las EROs estan implicadas en
la patogenia de muchas enfermedades,
siendo capaces de dafiar, en forma re-
versible e irreversible, diversas biomo-
léculas muy importantes para la estruc-
tura y funcién de las células -lipidos,
proteinas y los 4cidos nucleicos-, lo que
se traduce a nivel del sistema nervioso
en muerte neuronal . Esto ocurre al
producirse un desbalance en los meca-
nismos reguladores y homeostaticos, o
al comprometer la integridad estructu-
ral de la célula.

La literatura muestra evidencias im-
portantes sobre el papel potencial de las
EROs en patologias neuroldgicas agu-
das como la isquemia ¥, y enfermeda-
des crénicas neurodegenerativas como
el Alzheimer, Parkinson y esclerosis la-
teral amiotréfica #9. El recién nacido
es especialmente vulnerable a los efec-
tos toxicos del oxigeno. La adaptacién
a la vida extrauterina implica un cam-
bio de una PaO2 de 25 a 43 mmHg du-
rante la vida intrauterina @ a otra que
se duplica, 60 a 80 mmHg ©.

La hipoxia isquemia en el periodo
perinatal sigue siendo una de las causas
maés prevalentes de secuelas neurolégi-
cas en nifios ©. El recién nacido posee
un cerebro en desarrollo, lo que deter-
mina una mayor sensibilidad neuronal
a los neurotransmisores, un metabo-
lismo férrico acentuado en las células
gliales, lo que junto a su carencia rela-
tiva de antioxidantes les hace particu-
larmente susceptibles al efecto de los
radicales libres ©. El cerebro neonatal
es un 6rgano con alta tasa metabdlica
y de extraccién de oxigeno, lo que le
hace més rdpidamente vulnerable a la

hipoxia-isquemia 9.

Una alternativa valida para la pre-
vencién de estos desequilibrios causa-
dos por los EROs son los recursos ve-
getales, por la variedad de metabolitos

secundarios oxigenados, nitrogenados
y azufrados con capacidad de atrapar
EROs. Estos comprenden carotenoides,
compuestos nitrogenados (alcaloides,
aminas) e incluso terpenoides, entre
otros; pero, quizés los més reconocidos
por su actividad antioxidante son los
de naturaleza fendlica: 4cidos fendli-
cos, flavonoides, quinonas, cumarinas
y taninos (9,

Entre las innumerables especies ve-
getales que producimos de forma sil-
vestre con ancestral aplicacién medici-
nal es la Satureja brevicalyx Epl ‘wayra
mufa’; los usos populares se deben a
sus efectos analgésico, antiinflamato-
rio, antimicrobiano y para afecciones
gastrointestinales. Las sustancias qui-
micas identificadas que caracterizan su
actividad bioldgica son principalmente
sustancias de naturaleza fendlica 1Y;
participan en los procesos que forman
parte de los mecanismos antioxidantes,
lo que podria contribuir a disminuir el
desbalance oxidativo y de esa manera
disminuir el dafio neuroldgico que se
presenta en las diversas situaciones de
estrés 12,

En el presente estudio, se ha eva-
luado la actividad neuroprotectora del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Satureja brevicalyx Epl ‘wayra mufia’ en
el cerebro de ratas, para lo cual se plan-
te6 dos modelos experimentales: una
de hiperoxia (100% de oxigeno) como
agente causante del dafio neurolégico,
y un segundo modelo de hipoxia isque-
mia en la progenie procedente de ratas
hembras tratadas con el extracto de la
wayra mufia procedente del departa-
mento de Ayacucho.

METODOS

Las plantas de Satureja brevicalyx Epl
‘wayra mufia’ provinieron del centro
poblado de Ccallpapata, Distrito de
Huamanguilla, Provincia de Huanta,
Departamento de Ayacucho, ubicado
a 3 800 m.s.n.m., recolectados durante
los meses de febrero a marzo de 2007.
Previo secado de las hojas en un lugar
con adecuada ventilacién y bajo som-

bra, se procedié a la seleccién de las
hojas perfectamente secas para ser mo-
lidas y luego maceradas por un periodo
de 7 dfas. Se pesé 3 kg y se macerd en
9 litros de alcohol al 80%. Se filtr6 con
un sistema de vacio utilizando papel
Whatman, se concentrd en bafio ma-
ria y finalmente se secé en una estufa

a402C.

Para el modelo animal, se empleé
ratas albinas hembras Rattus novegicus
de la cepa Holtzman, de pesos entre
200 y 250 g, procedentes del Instituto
Nacional de Salud. Las ratas fueron
previamente acondicionadas al am-
biente por 10 dfas. Los animales fueron
mantenidos en jaulas individuales, en
un ambiente controlado de temperatu-
ra, humedad ciclo de luz-oscuridad 12
horas, recibiendo una dieta balanceada
obtenida del mismo Instituto Nacional
de Salud de Lima. Estas condiciones
fueron aplicadas en ambos modelos ex-
perimentales.

Para el primer modelo, se empled
36 ratas separadas aleatoriamente en
dos grupos experimentales de 18 ratas
cada grupo. El grupo 1 recibi6 agua y el
grupo 2, el extracto hidroalcohélico de
la hojas Satureja brevicalyx Epl ‘wayra
mufia’ disuelto en agua a una concen-
tracién de 3 mg/mL. El consumo de
agua y el extracto fue ad libitum por
un periodo de 30 dfas. Después de este
periodo, cada grupo fue dividido en dos
subgrupos:

* la - Los que consumieron agua
(control).

* 1b - Los que consumieron agua y
fueron sometidos a hiperoxia.

* 2Za - Los que consumieron extracto.

* 2b - Los que consumieron extracto y
fueron sometidos a hiperoxia.

La injuria neuroldgica consistié en
someter a las ratas de los grupos 1b y
2b en una incubadora hermética, con
suministro de oxigeno al 100% durante
8 horas. Después de 24 horas, todos los
animales fueron sacrificados por deca-
pitacién; se extrajo los cerebros. Se pre-
par6 el homogenizado de cerebro a una
concentracién de 10% en buffer fosfato
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0,05 My pH 7,4, en un homogenizador
tipo Potter Elvjhem con émbolo de te-
flén, a una temperatura de 42 C; se cen-
trifugd a 2 000 rpm, durante 5 minutos,
y el sobrenadante fue utilizado para los
ensayos bioquimicos.

Para el segundo modelo, se formé
dos grupos de 6 ratas Holtzman hem-
bras de peso homogéneo 200 a 250 g,
primerizas: El grupo I (GI) fue tratado
con agua corriente y el grupo II (GII),
con extracto de wayra mufia 3 mg/mL.

El tratamiento se inici6 10 dias pre-
vios a la gestacién y se continué durante
la etapa de la gestacién; en ambos casos
se administré el liquido ad libitum. Los
recién nacidos (12 por grupo) fueron
divididos aleatoriamente en cuatro gru-
pos, dos de ellos sometidos a hipoxia—
isquemia (H-I), segiin se explica.

* Dos formados a partir del grupo GI:
CI (sin H-I) y CIII (con H-I).

* Dos formados a partir del grupo GII:
CII (sin H-I) y CIV (con H-T).

El modelo de hipoxia-isquemia con-
sisti6 en ligar la arteria cardtida izquier-
da seguida de la exposicion de hipoxia a
8% de O2 por 2 horas, a ratas de 7 dias,
con un rango de peso de 11 a 15 g ¥,
Luego de 24 h se les sacrificé por deca-
pitacién a todos los grupos. Se recogié
los cerebros y se siguié el mismo proce-
dimiento antes descrito.

Se midi6 los niveles de glutatién me-
diante el método quimico con DTBN
(4cido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico)),
segtin Beutler AF y Ellman GL, con li-
geras modificaciones ™. Se midi6 950
uL de homogenizado y se le afnadié 50
uL de 4cido tricloroacético (ATC) al
100%; se agitd y se llevé a centrifu-
gacién. Se separé 200ul de sobrena-
dante, que fue tratado con 1 mL de
una mezcla de 4cido glioxilico y 4cido
ascérbico; se incub6 a 679C por cinco
minutos, se enfrid y se agregd 200 ul de
DTBN. Se ley6 a 412 nm.

La determinacién de sustancias reac-
tivas al acido tiobarbitdrico (TBARS)
se realiz6 siguiendo la técnica de Buege
y Aust 1, Se midié 0,3 mL de homo-

genizado, se precipitd las protefnas con
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Tabla 1. Niveles de MDA, GSH y actividad de SOD como indicadores de la actividad
neuroprotectora del extracto hidroalcoholico de las hojas de Satureja brevicalyx Epl. ‘wayra mufia’
en un modelo de hiperoxia al 100% con ratas hembras (n = 9).

nmol de MDA/mg nmol de GSH/mg U SOD/ mg
de proteina de proteina de proteina
(M=DE) (L E=]3] (M=DE)
fa 0,835 + 0,033 8 8,241 =0,219°¢ 14,52 + 0,298
Agua
1b
. ) 1,006 + 0,051°¢ 7,240 + 0,5424 13,38 = 0,374
Agua-+hiperoxia
2a 0,628 = 0,078+ 8,664 + 0,096 ° 15,13 + 0,36 ¢
Extracto
2b
0,852 = 0,096 & 7,729 = 0,285 14,39 + 0,228

Extracto+hiperoxia

Datos expresados como la media + desviacion estandar. Letras iguales por columnas: no hay significancia.

0,6 mL de ATC al 20%, se colocé en
bafio marfa hirviente por 15 minutos,
se dejo enfriar y se agregé 0,9 mL de
TBA al 0,67% en HCI 0,25 N; se llevo
por segunda vez al bafio marfa hirvien-
te, se enfri en agua helada y se centri-
fug6 a 6 000 rpm durante 10 minutos.
Se llev6 a lectura a 535 nm. La acti-
vidad de superéxido dismutasa (SOD)
fue medida con el método de Marklund
y Marklund 9| basado en la capacidad
de inhibir la autoxidacién del pirogalol
que se produce en medio alcalino con
formacién del radical superéxido. En
la cubeta de 1 mL se colocé 950 ul
de buffer tris HC1 0,05 M, a pH 8,2, se
incubé por un minuto a temperatura
de 372 C y se afiadi6 pirogalol 2 mM,
produciéndose un cambio de absorban-
cia de 0,02 +/- 10% por minuto, leido
en el espectrofotdmetro a una longitud
de onda 420 nm. Para la lectura de las
muestras, se colocé una cantidad de
homogenizado que disminuyera el cam-
bio de absorbancia a la mitad, también
+/- 10%. Una unidad SOD es igual al
50% del cambio de absorbancia del pi-
rogalol.

La determinacién de proteinas se
hizo mediante el método de Lowry 17,

Para el andlisis estadistico, todos
los datos obtenidos fueron expresados
como la media * desviacién estdndar y

sometida al analisis de varianza (ANO-
VA) y prueba de Tukey, mediante el
programa SPSS versién 15.0 en entor-
no Windows. Se consider6 un p<0,05.

RESULTADOS

Del primer modelo, en la tabla 1 se
observa un incremento significativo
(p<0,05) de TBARS en el tratamien-
to de hiperoxia al 100% y una recu-
peracién significativa (p<0,05) por el
tratamiento con el extracto con nive-
les semejantes al grupo control la. El
mismo comportamiento se observa en
el resultado de los niveles de GSH. Sin
embargo, en este caso la recuperacién
fue significativamente menor al grupo
control la. En la misma tabla se obser-
va que la injuria hiperdéxica también
provocé disminucion significativa de
la actividad de SOD, actividad que fue
recuperada bajo el tratamiento con el
extracto, expresando una actividad
semejante al grupo control. Es inte-
resante notar que el grupo 2a exhibié
una variacién significativa en los tres
pardmetros medidos con respecto a los
demds grupos de tratamiento.

Los resultados del segundo modelo
(tabla 2) muestran una tendencia a la
disminucién de las TBARS en los gru-
pos tratados con el extracto de wayra
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Tabla 2. Niveles de MDA, GSH y actividad de SOD como indicadores de la actividad
neuroprotectora del extracto hidroalcoholico de las hojas de Satureja brevicalyx Epl. ‘wayra mufia’
en un modelo de hipoxia-isquemia en ratas de 7 dias de nacidos (n = 12).

Sin tratamiento H - |

Con tratamiento H - |

C | (agua) C Il (extracto) C Il (agua) C IV (extracto)
TBARS (nmol/g tej) 95,7 + 12,0 77,5 + 22 1024 + 172 84,4+ 17,0
GSH (ug/g tej) 398,2 + 61 3465 + 112 3226 + 113 3545 + 44
SOD (U SOD/g tej) 492,3 + 38,0 521,5 + 93,0 4725 + 71 515,0 + 106

a = con significancia estadistica.

mufa, alcanzando significancia entre
los grupos CII y CIII. El efecto del ex-
tracto a la hipoxia sobre la actividad de
SOD no mostrd variaciones significati-
vas, pero una tendencia a un ligero in-
cremento en los grupos experimentales.
El mismo comportamiento se observé
en los niveles de GSH total.

DISCUSION

La neuroproteccién est4 ligada a la po-
sibilidad de intervencién terapéutica
dirigida, no a mejorar los sintomas de
un déficit neuroldgico o cognitivo es-
tablecido, sino a prevenir su aparicién,
deteniendo las cascadas de eventos
celulares y moleculares que desencade-
nan la muerte neuronal ®¥. El estudio
experimental desarrollado justamente
sirve para evaluar este papel potencial
de la Satureja brevicalyx.

Una situacién de hiperoxia al 100%
lleva a un incremento de EROs, produ-
ciendo desbalance entre las reacciones
prooxidantes frente a los sistemas an-
tioxidantes enzimaticos y no enzima-
ticos. Considerando que el cerebro es
un 6rgano rico en lipidos complejos
especialmente insaturados, un pardme-
tro importante debe ser la lipoperoxi-
dacién medida como TBARS. Entre los
variados mecanismos antioxidantes, se
puede medir enzimas y metabolitos.

El modelo experimental de hipe-
roxia en ratas adultas produjo un dafio
significativo (p<0,05), con incremento
de lipoperoxidacién (TBARS) que dis-
minuyd significativamente por el trata-
miento con el extracto hidroalcohdlico

de las hojas de Satureja brevicalyx. El
papel neuroprotector del extracto tam-
bién se observa cuando se administra
sin induccién de dafio oxidativo, lo que
nos induce a considerarlo protector del
proceso de lipoperoxidacién en el cere-
bro, ya sea en un situacién de estrés por
hiperoxia o en condiciones normales.

En este mismo modelo de estrés oxi-
dativo, el grupo control de hiperoxia
(grupo 1b) mostré una significativa de-
plecién (p<0,05) con respecto al grupo
control (la). El dafio producido en el
grupo con extracto e hiperoxia (grupo
1d) también mostré una disminucién
significativa respecto al grupo lc. Sin
embargo, este nivel fue significativa-
mente mayor al grupo injuriado (grupo
1b), lo que refleja que si existié un pa-
pel protector por la administracién del
extracto de wayra mufa en situacién
de estrés oxidativo. Al igual que el in-
dicador de TBARS, también se observd
mayor contenido (p<0,05) de GSH
total solo con la administracién del
extracto (grupo lc). Luego, el extacto
hidroalcohélico de las hojas de la Sa-
tureja brevicalyx coadyuva en el sistema
de defensa antioxidante manteniendo
los niveles de GSH elevados y evitando
su descenso en situaciones de estrés.

En el caso de la actividad de la SOD,
el dafio por estrés oxidativo se obser-
vé con una reduccién significativa
(p<0,05) de la actividad. Otra vez, la
respuesta al estrés en presencia del ex-
tracto mostrd recuperacion significativa
comparable a la actividad del grupo 1a.
Es reiterativo el papel neuroprotector
del extracto de Satureja brevicalyx atn
en condicién no injuriante.

La hipoxia puede generar EROs
que directa o indirectamente estimu-
lan factores inducibles por la hipoxia
importantes para el desarrollo del ce-
rebro . Los resultados de la injuria
por hipoxia—isquemia en la progenie de
ratas tratadas con extracto de Satureja
brevicalyx (tabla 2) dan cuenta que el
extracto influyé favorablemente y de
manera significativa en la neuropro-
teccién, teniendo como indicador el
TBARS, interpretdndose como la ca-
pacidad de sus metabolitos secundarios
de atravesar la barrera placentaria. Los
resultados de glutatién total y actividad
de SOD mostraron también una impor-
tante tendencia favorable para el efecto
deseado, aunque sin significancia esta-
distica, lo que puede interpretarse que
su participacién como mecanismo de
defensa se realizd en via de evitar un
mayor dafio peroxidativo a nivel lipidi-
co. Estudios realizados en ratas recién
nacidas han demostrado que el estrés
oxidativo regula la capacidad antioxi-
dante, especialmente en la expresién
de enzimas antioxidantes ®°. Luego,
deberfa considerarse que, si bien el me-
tabolismo de defensa oxidativa del re-
cién nacido es inmaduro y vulnerable
a las EROs @V, también es sabido que
este metabolismo tiene una capacidad
de adaptacién y regulacién, mostrando
mejor respuesta inmediata que en el
adulto, razén por la que sus mecanis-
mos de defensa han actuado mitigando
el grado de peroxidacién lipidica.

Los metabolitos secundarios extrai-
dos por la mezcla hidroalcohdlica tiene
componentes que incluye sustancias
quimicas de naturaleza fendlica y son
las que poseen actividades bioldgi-
cas Y] las cuales participan en los pro-
cesos que forman parte de los mecanis-
mos antioxidantes; de manera que este
contenido puede contribuir a disminuir
el desbalance oxidativo y de esa mane-
ra atenuar el dafio neurolégico que se
presenta en las diversas situaciones de
estrés 1. Estudios previos en Satureja
obovata var. obovata mostraron flavo-
noides con actividad vasodilatadora en
la aorta de rata ®?.
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Nuestros resultados han demostrado
el potencial neuroprotector del extracto
hidroalcohdlico de la Satureja brevicalyx
‘wayra mufia’ proveniente del depar-
tamento de Ayacucho, tanto en situa-
cién de hiperoxia como en hipoxia. Las
perspectivas de su aplicacién y manejo
dependeran de mayores estudios a nivel
bioquimico y farmacoldgico.
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