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RESUMEN

Dioscorea larecajensis, conocida cbmo ‘piedra de las alturas “ esta
especie' végetaf es un recurso natu_ral usado tradicionaimente para la
cicatrizacion de heridas, ulceras gastricas, cdlicos abdominales y como
tratamiento erradicador de la caspa. Se comprobé el efecto
gastroprotector del extracto etanélico del rizoma de Dioscorea larecajensis
‘piedra de las altuias” administrado a 50, 150, 300 mg/kg sobre ratones
albinos Balb-C. Para el estudio del efecto gastroprotector se trabaj6 el
método de induccidon de ulceras empleando indometacina y etanol, Ei
siguiente grupo de ratones se subdividido en 6 grupos de 6 animales c/u
como sigue: Grupo 1: Suero fisiolégico (2mi/kg); Grupo 2: Etanol +
indometacina; Grupo 3: El + Dioscorea 50 mg/kg; Grupo 4: El + Dioscorea

150 mg/kg; Grupo 5; El + Dioscorea 300 mg/kg; Grupo 6: El + Ranitidina.

Los metabolitos secundarios identificados mediante reacciones de coloracion
y precipitacion en el extracto etandlico de rizoma de Dioscorea larecajensis
‘piedra de las alturas” “fueron:l,ﬂavonoides como la quercetina y caenferol y
saponinas.En conclusiobn queda demostrado que el extracto etanélico de
Dioscorea larecajensis tiene | efecto gastroprotector ‘en los modelos
experimentales trabajados Siendo el extracto de mayor actividad ei de 300

mg/kg superior al efecto gastroprotector de ranitidina 50 mg/kg.

Palabras clave: Dioscorea larecajensis, Ulcera gastrica, ratones,El: etanol +

indometacina.
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SUMMARY

Duoscorea lareca;ensns known as the "piedra de las alturas"”, this plant
species: |s a natural resource traditionally used for wound healing, gastric

uicers, abdommal cramps, and as eradication treatment of dandruff.

The gastroprotective effect of eihanol extract of the rhizome of Dioscorea
larecajensis "stone Heights" administered to 50, 150, 300 mg / kngas tested
on albino mice Balb-C.For study the effect gastroprotector induction method
worked ulcers using indomethacin and ethanol, The next group of mice were
div_ided into six groups of 6 animals : Group 1: Saline (2 mi / kg); Group 2:
Ethanol + indomethacin; Group 3: El + Dioscorea 50 mg / kg; Group 4: El +
‘Dioscorea 150 mg / kg; Group 5: El + Dioscorea 300 mg /kg ;Group 6:

El+ranitidine 50mg/kg.

identified by color and precipitation reactions in the ethanol extract of the
rhizomes of D_ioscorea larecajensis "stone Heights" "secondary metabolites

were flavonoids such as quercetin and caenferol and saponins.

In conclusion it is demonstrated that the ethanol extract of Dioscorea
larecajensis has gastroprotective effect in experimental models being worked
extract the greatest activity of 300 mg / kg over the gastroprotective effect of

ranitidine 50 mg / kg.
Keywords: Dioscorea larecajensis, gastric ulcer, mice, El: ethanoi+

indomethacin
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. INTRODUCCION
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Actualmente se estd empleando las plantas medicinales para el
tratamiento de una serie de enfermedades como: diabetes mellitus, cirrosis,
VHI-sida, gastritis, ulceras gastrointestinales, sindrome de intestino irritabie,

colitis ulcerosa, célicos abdominales, hipertensién y otros (1),

El Peri presenta una riqueza y. megadiversidad de plantas medicinales
nativas que es uno de los pilares de la medicina tradicional. Siendo estas
utilizadas en forma empirica por sus bondades terapéuticas en el cuidado y

restauracion de la salud .

Las enfermedades del aparato digestivo son alteraciones gastricas que
constituyen un problema clinico-social de repercusion econémica a nivel
‘mundial ellas son: las gastritis, Ulceras pépticas y duodenales y en general
los diversos trastornos del tubo digestivo alto (estdmago) teniendo una
elevada incidencia y morbilidad fambién con amplia distribucién geografica e

incrementada morbilidad @4,

La ulcera péptica es covnsiderada como el resuitado de un desequilibrio entre
los factores agresivos y defensivos de la mucosa gastroduodenal. La
importancia de la secrecién acida y de la actividad péptica del jugo gastrico
en la patogenia de la Ulcera péptica es evidente porque en ausencia de
acido, no existe Ulcera. Asimismo, se observa una buena correlacién entre la
eficacia del tratamiento anti secretor en la cicatrizacion de la ulcera y la
supresion de la acidez gastrica ®®.Sin embargo, las Ulceras pépticas sélo se
desarrollan cuando se produce una alteracion de los mecanismos defensivos
de la barrera mucosa por factores agresivos exégenos tales como alcohol,

14



tabaco, café, comidas irregulares, falta de suefio y estrés, tratamiento con
AINE vy la infeccion por H. pylori .
De acuerdo con Richardson (1993) los factores que pueden inducir o facilitar

la aparicion de ulceras pépticas gastricas o duodenales son:

1- Predisposicién genética,

2- Anormalidades en la secrecion de acido y pepsina,

3- Reflujo de bilis y jugo pancreatico,

4- Anormalidades de la defensa de la mucosa,

5- Estrés emocional,

6- Retardo del vaciamiento gastrico y

7- Factores exogenos como: tabaquismo, uso de antiinflamatorios no
esferoidales (AINES), terapia con adrenocorticosteroides, presencia de
agentes infecciosos (Citomegalovirus, Candida albicans y Helicobacter

pylori) y uso de bebidas que contienen alcohol y/o cafeina.

El presente trabajo de tesis busca demostrar el efecto gastroprotector del
extracto etandlico de Dioscorea larecajensis en ratones albinos con dafio

gastrico por accion del etanol.
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OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar' el efecto gastroprotector del extracto etanblico del Dioscorea
larecajensis sobre lesiones géastricas inducidas con etanol en ratones albino
Balb-C. |

Objetivos Especificos:

1. Determinar los metabolitos secundarios del extracto etanélico de
Dioscorea larecajensis “piedra de las alturas” mediante el screening
fitoquimico preliminar.

2. Determinar la toxicidad oral aguda en dosis tinica durante 14 dias del
extracto etanélico de Dioscorea larecajensis en ratones albinos Balb-C.

3. Determinar la capacidad antioxidante frente al radical DPPH del extracto -
etandlico de Dioscorea larecajensis.

4. Evaluar el efecto gastroprotector del extracto etanélico del Dioscorea
larecajensis en tres niveles de dosis sobre lesiones ulcerosas inducidas

- con etanol e indometacina en ratones albinos Balb-C.

5. Evaluar mediante estudios - anatomopatologicos el estdbmago de los
ratones del grupo normal y las inducidas con lesiones ulcerosas.

16
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2.1 ANTECEDENTES

> UBICACION GEOGRAFICA

“Piedra de las alturas “esta planta abunda en la sierra del Pert,
natural del departamento de Ancash, provincia Huari, en el distrito de

San Marcos.

£l distrito de San Marcos se encuentra a una altitud de 2 977 m.s.n.m.

y esta en las siguientes coordenadas: 18 L 263200 y UTM 8946437.

San Marcos forma parte del Callején de Conchudos, ubicado al este
de la Cordillera Blanca a 09°31'15” Latitud Sur y 77°09'17” de
Longitud Oeste, esta constituido por las laderas y valles del flanco

oriental de la Cordillera Blanca hasta el Rio Marafion.

- T - e e e

Figura N° 01. Mapa de ubicacién geografica de la procedencia de
Dioscorea larecajensis

18



» USOS EN LA MEDICINA POPULAR

En la regiéon de Ancash el uso tradicional que se le da a esta especie
es en forma de extracto acuoso que consiste en extraer un extracto
gque se combina con agua hervida y se consume en ayunas mientras
el residuo soélido se utiliza en forma de emplasto para acelerar el

proceso de cicatrizacién de heridas.

Otro uso que se le da es que por la gran cantidad de saponinas
presentes en su composicion se usa para la caspa o seborrea, y otras

afecciones del cuero cabelludo.

En cuanto a los dolores abdominales, gastritis, ulceras gastricas,
célicos abdominales se toma el extracto acuoso a temperatura media

€n ayunas.

> REFERENCIAS DEL GENERO DIOSCOREA “PIEDRA DE LAS

ALTURAS”

El fame (Dioscorea spp.) es un cultivo de elevada importancia
socioecondmica, en especial para los paises en desarrollo situados en
los tropicos, es difundido y cultivado a mayor escala en Africa, Caribe,

Asia y Oceania @

La familia Didscoreaceae esta representada por entre seis y nueve
géneros y alrededor de 600 a 900 especies, muchas de ellas de

elevado potencial econémico. Alrededor de 25 especies de Dioscorea
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son citadas como alimenticias, 15 especies como medicinales y seis
como ornamentales. Mas de 60 especies de este género tienen valor
econdmico, a pesar del escaso conocimiento taxondémico sobre la

familia ©.
. DESCRIPCION BOTANICA

DESCRIPCION MORFOLOGICAS

En sentido general, “piedra de las alturas” es una planta cuya raiz
comestible es muy apetecida por su valor alimenticio. La parte
superficial de la planta es una enredadera trepadora con tallos

(bejucos) que pueden alcanzar mas de 1 metro.

El tallo de la planta de fiame es parecido a una cuerda y comunmente
se denomina «bejuco». El tallo para su desarrollo y para la produccién

de la planta, necesita un soporte donde enrollarse.

Las hojas tienen una gran variabilidad en cuanto a la forma, tamarfio y
color. Generalmente, la hoja es simple y con margenes lisos, el apice
es puntiagudo, no tiene pubescencia y el peciolo es largo, pudiendo
ser alado o espinado. La base del peciolo puede tener un par de
espinas como en D. esculenta, o estructura en forma de oreja como
en D. bulbifera y D. alata o simplemente presentar una inflamacién

como en el caso de D. rotundata y D. cayenensis
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La Piedra de las alturas se caracteriza por tener un sistema de raices
fibroso o en forma de cabellera, de crecimiento horizontal dentro de
los primeros 30 cm de profundidad del suelo, aunque aigunas raices

profundizan hasta 1 m. "

Figura 2.Habitat de la especie Dioscorea larecajensis

2.3. PRINCIPALES METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN

LA ESPECIE Dioscorea larecajensis “Piedra de las alturas ”

Los metabolitos secundarios identificados mediante reacciones de
coloracién y precipitacibn en el extracto etandlico de la planta
enterade Dioscorea larecajensis "Piedra de las alturas”™ “fueron:

flavonoides como la quercetina y canferol. 1213
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» FLAVONOIDES

Los flavonoides representan una clase altamente diversa de
metabolitos secundarios que comprenden alrededor de 9,000
estructuras que han sido identificados hasta la fecha(141519),
Constituyen el grupo mas grande y mas importante de compuestos
polifenélicos en las plantas "7, Estos compuestos se encuentran en
todas las plantas vasculares, asi como en algunos musgos .El término
flavonoide se utiliza para describir pigmentos de las plantas, en su
mayoria derivados de benzo-y-pirona, que es sindnimo de

cromonat18:19:20)

Estan ampliamente distribuidos entre las plantas superiores,
principaimente en las partes aéreas: hojas, flores y frutos. Las
principales familias que contiene flavonoides son rutaceas,
asteraceas y lamiaceae. Se clasifican en bases a sus variaciones
estructurales en flavonas, flavonoles, flavanonas, chalconas e
isoflavonoides. Otros tienen caracter vitaminico y aplicaciones

terapéuticas 12229,
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Figura 3. Estructura basica del flavonoide ‘%

» SINTESIS Y DERIVADOS DE LOS FLAVONOIDES

Todos los flavonoides derivan sus esqueletos de carbono-15 (C6-C3-
C6) a partir de dos metabolitos basicos, malonil-CoA y p-cumaroil-
CoA. Su reaccién biosintética crucial es la condensaciéon de tres
moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-coumaroil-CoA para
dar una chalcona intermedio. Las Chalconas actian como
precursores para la amplia gama de derivados de flavonoides que se
encuentran en todo el reino vegetal®®. La mayoria contienen un aniflo
heterociclico de seis miembros, formado por tipo Michael ataque
nucledfilo de un grupo fenol a la cetona insaturada dando una
flavanonal®® 27 28.29. 30 gy grimer paso comprometido de la ruta de los
flavbnoides es catalizada por la sintasa de chalcona. Las chalconas

pueden ser luego convertidas en auronas, una subclase de
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flavonoides que se encuentran en ciertas especies de plantas®?. Més
alla de CHS, el siguiente paso compartida por la mayoria de las rutas
~ de biosintesis de flavonoides es catalizada por la chalcona isomerasa
(CHI), que cataliza un anilio de cierre estéreo especifica eiapa de

isomerizacién para formar las 2S-flavanonas®?.

Las flavanonas pueden representar el punto de ramificacion mas
importante en el metabolismo de ' flavonoides, debido a la
isomerizacion de estos compuestos produce la clase de otros
flavonoides®®. Sin embargo, la sintesis quimica se lleva a cabo
principaimente por la ciclacibn y la condensacion de
hidroxiacetofenona. Teniendo en cuenta la naturaleza quimica de ia
molécula, y las posiciones de los sustituyentes en los anillos A, B, y C,
los flavonoides se dividen en 14 grupos diferentes. Siete de estos
grupos - las flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanoies catequinas,

flavanolol y antocianidinas - son particularmente bien conocidos 3435),
PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS FLAVONOIDES

Los flavonoides pertenecen a los fitoquimicos recientemente
populares, productos quimicos derivados del material vegetal con
efectos potencialmente beneficiosos para la salud humana ©9. Los
efectos terapéuticos de muchos medicamentos tradicionales pueden
estar relacionados en muchos casos a la presencia de estos

polifenoles®”). Por ejemplo, una amplia variedad de actividades
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farmacoldgicas han sido reportados para estas sustancias, incluyendo
antiviral, antialérgica, antiplaquetario, antiestrogénico,
anticancerogénico, anti-inflamatorio, antiproliferativo, antiangiogénico,
y propiedades antioxidantes, y sus ingestibn produce tipicamente
ninguna o0 muy poca toxicidad ©®®. También se informé de flavonoides
de actuar en el tracto gastrointestinal, que tiene antiespasmadico,
anti-secretora, antidiarreico y propiedades antiuelcerosas (29),
Teniendo en cuenta el importante papel de los flavonoides en la
prevencion o reduccidon de las lesiones gastricas inducidas por

diferentes agentes ulcerogénicos, este objetivo de este estudio fue

revisar la literatura sobre flavonoides con actividad gastroprotectora

{40)
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Figura 4. Ruta Biosintética de los principales flavonoides “%

Los flavonoides, parecen ser metabolitos determinantes en la proteccién de
la mucosa gastrica. Numerosos mecanismos han sido propuestos para
explicar el efecto gastroprotector de los flavonoides, como por ejemplo el
aumento del contenido mucosal de prostaglandinas, disminucion de la
secrecion de histamina, eliminacion de radicales libres, aumento de la
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perfusion vascular y reduccion de la adherencia leucocitaria®"*? Algunos de
ellos, reducen la motilidad gastrointestinal prolongado el tiempo de contacto
de los extractos con las paredes del estdmago y aumentando de esta

manera el efecto gastroprotectort*®).

Por tanto previenen lesiones en la mucosa gastrica inducida por diferentes

Métodos y la protegen contra distintos agentes necroticos 4.

» QUERCETINA

Uno de los flavonoides mas estudiadas es la quercetina (3,3.,4'5,7-
pentahidroxiflavona). Protege la mucosa digestiva de lesiones agudas
inducidas por diversos modelos experimentales y contra diferentes
agentes necréticas, incluso coercitivas estrés piloro-ligacion, la
reserpina, la aspirina, la indometacina, el acido-etanol y Ulceras

gastricas inducidas por etanol 49,

La quercetina es un ﬂavonoide'que posee efecto antioxidante y
actividad miolitica sobre la musculatura lisa gastrointestinal. La
motilidad del estémago y su relacién con la formacion de ulceras
gastricas ha sido motivo de estudio desde hace muchos afos.
Experiencias utilizando estimulacion eléctrica vagal y drogas como la
pilocarpina, evidenciaron que la contracciéon de la mucosa producia
trastornos circulatorios que desencadenabah desde erosibnes de la
mucosa. de distinta intensidad hasta UGiceras y pérforaciones en

conejos, gatos, perros y cobayos “#47),
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Durante estos estudios se desconocia aun gran parte de la accién del
sistema nervioso central y entérico sobre la actividad gastrica y el
'pépel de la barrera mucosa géstrica. Sin embargo, estas experiencias
pusieron en evidencia la importancia de la motilidad gastrica y su
relacién con la génesis de las lesiones de la mucosa “®. Otros
autores estudiarbn la citoproteccion de una droga preparada a partir
de tres plantas sobre la relajaciéon de 1a musculatura géastrica en ratas,
encontrando que la motilidad gastrica juega un importante papel en la

gastroproteccion inducida por indometacina.

Sin embrago diferentes autores describen su mecanismos de accion
como gastroprotector PAF endégenvo, un aumento en la produccion de
moco, propiedades antihistaminicas, que disminuyen los niveles de
histamina y la reducciéon del nimero de mastocitos inducida por
etanol. También inhibe el crecimiento de H. pylori, la formacién de
acido por las células p'arietales en respuesta a la estimulacion por la
histamina y dibutiril AMP ciclico, asi como el H gastrico liberado por la

la bomba de protones H/K+ATPasa 49

OH Q
Gquercetng R « Ok
canferol R b

Figura 5. Estructura de quercetina y canferol
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» CANFEROL

El canferol posee efecto protector, previniendo la formacion de
tlceras gastricas. Estudios sobre la liberacién de eicosanoides en
mucosa gastrica y coldénica humana incubada, demuestran que el
canferol aumenta la liberacién de prqstaglandinas por parte de la
mucosa gastrica, mientras que en altas dosis inhibe prostanoides y
leucotrienos C4 liberados por ambas mucosas, gastrica y colénica.
El efecto antiulcerogénico puede explicarse a través del papel de
las prostaglandinas en los ‘mecanismos de citoproteccion. El
posible mecanismo incluye inhibicion de la secrecion de acido
gastrico, estimulacién de la secrecidén de bicarbonato, reduccién
de {a exfoliacién celular e incremento del flujo sanguineo mucosal.
Todas estas acciones contribuyen a preservar la barrera mucosa

gastrica, (6951
2.4DESCRIPCION DE LA MUCOSA GASTRICA

L.a mucosa gastrica humana esta constituida de un epitelio glandular
compuesto por unidades gastricas (micropliegues de la mucosa). En
términos de funcién gastrica, el estdmago se divide en dos regiones,
la region exocrina o glandular_que se encuentra localizada en el
cuerpo y formix gastrico, y 1a porcién endocrina localizada en la regién

antral(®?,
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La mucosa de la regién exocrina consiste en un epitelio columnar
simple que delimita la suberﬁcie lineal. Estas células secretan moco y
liquido alcalino, necesarios para la proteccion del estdmago contra
sus propias secreciones. Abriéndose a la superficie mucosa se
encuentra una zona denominada “PIT”, zona donde convergen entre 3

y 7 glandulas oxinticas 5.

La glandula oxintica se divide en una zona proximal denominada
cuello donde se encuentran las células parietales y las células
endocrinas. En este sitio se inicia la proliferacion y diferenciacion
celular de las células que migran a la superficie de la glandula para
efectuar recambio celular, el cual es permanente. La zona distal de la
glandula se denomina fondo y en este lugar se encuentran las células
principales y algunas parietales. En la glandula oxintica, area de la
lamina propia, se encuentran las células productoras de histamina. En
el area antropilorica o endocrina se encuentran glandulas gastricas
semejantes a las glandulas oxinticas, pero aparecen unas células
productoras de gastrina que se denominan células G y el nimero de
células parietales y principales en esta zona es minimo. En esta area

se encuentran las células D encargadas de producir somatostatina %

65,56)
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2.5 LA SECRECION ACIDA GASTRICA

La secrecion 4cida gastrica se puede inicjar por una variedad de
| faétores, relacionados con la ingesté de alimento y el estado caldrico
} del indiViduo. La secrecion acida estd regulada por diversos
mecanismos nerviosos y humorales, que han permitido distinguir en
ella tres fases: cefalica, gastrica e intestinal 7. En 1a fase cefalica
estan involucrados mecanismos regulatorios del sistema nervioso
central (hipotélam'o y bulbo raquideo), mientras que en la fase gastrica
e inteétinal, estan involucrados mecanismos periféricos, que incluyen

elementos neuronales, hormonales, paracrinos y autocrinos 2.

En las glandulas oxinticas del fundus y del cuerpo del estémago
también se localizan las células parietales, las cuales secretan acido
clorhidrico y factor intrinseco, observaciones éstas realizadas por

Golgi desde 1893 9.

Las células parietales tienen en su membrana basolateral receptores
de tres estimulantes: un receptor de la histamina (H-2), un receptor
colinérgico tipo muscarinico (M-3) para la acetilcolina liberada por las
neuronas preganglionares, y un receptor tipo colecistoquin.ina (CCK-8)
para la gastrina liberada por las células G piléricas y duodenales. La
éélula parietal también tiene receptores en su membrana basolateral
para los inhibidores de su funcién: somatostatina y

prostaglandinas 9.

31



Estimulantes, inhibidores y receptores de la célula parietal:

Los receptores Histaminico es el estimulante mas importante de la
secrecibn acida. La histamina es liberada por las células
enterocromafin-like (ECL), interactuando con los receptores H-2 de
histamina de la célula parietal. Los antagonistas de los receptores H-2
inhiben la secrecidn acida gastrica al bloquear a los receptores H-

2 de la céluia parietal ®".

La acetilcolina es liberada por las terminaciones nerviosas como
resultado final de la estimulacion del nervio vago, interactuando con
los receptores muscarinicos M-3 directamente en la célula parietal,
sobre las células ECL para liberar histamina y sobre las células D
para suprimir la liberacion de somatostatina a través de un péptido

inhibidor. Estos tres mecanismos favorecen la secrecion acida (2.

La hormona digestiva como la gastrina es liberada por las células G
del antro gastrico. La gastrina se une directamente a los receptores
CCK-B/ gastrina de la célula parietal. Sin embargo, estudios en
humanos sugieren que el receptor de gastrina en la célula parietal
puede no estar implicado en la secreciéon acida. Ademas, trabajos
recientes sugieren que existen receptores CCK-B gastrina en las
células ECL. De esta forma, el efecto de la gastrina sobre las células
parietales puede estar mediado realmente a través de las células

ECL (6384,
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La somatostatina es un inhibidor de la funcién de la célula parietal.
Desemperia un papel importante en la modulacién de la liberacion de
gastrina. La estrecha relacion histolégica de las células D con las
células G sugiere que la somatostatina acttia de una forma paracrina
como un “freno” endégeno de la liberacién de gastrina ©®. Los iones
de H de la luz gastrica “activan” las células D para ayudar en la
inhibicion mediante retroalimentacion de la liberacion de gastrina por
el acido. La acetilcolina, liberada por estimulacién vagal “desactiva’
las células D, potenciando asi la liberacion de gastrina vy
proporcionando otra forma de favore¢er la secrecién acida por parte

de la acetilcolina ¢®.

Las prostaglandinas son secretadas practicamente todas las células
epiteliales y no epiteliales del estomago. Se ha demostrado la
existencia de un receptor de PGE-2 unido a una proteina G inhibidora
de la célula parietal. Los receptores de PGE-2 tienen efectos opuestos
a los de los receptores H-2, es decir, reducen la actividad de la
adenil-ciclasa, el AMPc intracelular y la proteincinasa A ®). Los
analogos de la prostaglandina E como el misoprostol reducen Ia
secrecion acida aproximadamente en la misma proporcion que los
antagonistas de los receptores H-2. Los agentes que bloguean la
sintesis de prostaglandinas -enddégenas, como Jos farmacos

antiinflamatorios no esteroideos, aumentan la secrecion acida ©®.
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2.6 MECANISMO DE DEFENSA DE LA MUCOSA GASTRICA.

| El concepto de barrera mucosa incluye mecanismos protectores que
no permiten la acumulaciéon de acido (H+) en las células epiteliales
gastroduodenales. La bamrera mucosa comprende una fina capa
adherente formada por bicarbonato (HCO-3) disuelto y moco que

neutraliza los H+ del jugo gastrico 9.

El estomago mantiene la integridad de su mucosa por diferentes
mecanismos, siendo los mismos: {a produccién de mucus, la
secrecion de bicarbonato (HCO3), el flujo sanguineo local, la
renovacion celular y la produccién de determinadas prostaglandinas
(por ej. PGE2). El déficit de alguno de estos factores puede facilitar el

dafio de la mucosa del 6rgano 9.

Las células epit.eﬁales‘ de fa mucosa actian como barrera de defensa
por medio de la secrecion mucus y €l bicarbonato (HCO3). Dicha
secrecion protege a las células mucosas, las lubrica, retiene agua y
forma una capa que bloquea el pasaje de iones hidrégeno (H+) desde
la luz gastrica hacia las células epiteliales de la mucosa. Ese
impedimento en la difusion de iones hidrégeno (H+) es un proceso
producido gracias a 1a viscosidad del mucus y a que se mantiene una
concentracion adecuada de bicarbonato. En la Ulcera producida por
estrés, se piensa que el principal factor que la determina es el déficit

en el flujo sanguineo local 72),
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La mubosa gastrica también puede sufrir dafio durante los procesos
'._digestivos cdmo resultado del estrés que brovoca el roce de los
alimentos, la hiperosmolaridad de la comida o después de la ingesta
de drogas y quimicos como aspirina y alcohol. Ante tales
antecedentes, parece evidente que la mucosa gastrica posee

eficientes mecanismos fisiologicos de proteccion 3.

La autoproteccion de la niucosa del estdbmago, resulta de la
combinacién de factores pre-epiteliales (flujo sanguineo, secrecion de
mucus y bicarbonato) con factores epiteliales (rapida regeneracion y

reparacion del epitelio de la mucosa).t*®

2.6.1. Mucus Gastrico.

Una constantemente renovada capa de moco cubre el tracto
_ gastrointestinal y constituye una barrera entre el contenido luminal y la
mucosa. El moco es secretado por las células epiteliales y sus
constituyentes principales son grandes glicoproteinas, mucinas y
agua. En el estbmago se han identificado dos tipos distintos de
niucinas, la MUCSAC secretada por las células mucosas superficiales
y la MUC6, secretada por las células del cuello, asi como las
siguientes mucinas transmembrana: MUC1, MUC4, MUC16, cuyo rol
parece estar ligado a sefalizacion de transduccion y fenémenos de

adhesion 7479,
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De igual manera, el moco esta dispuesto en dos capas, una externa
aguada y otra intema firmemente adherida al epitelio (su remocion lo
dararia). La primera se encarga de la unioén con agentes nocivos y
nitritos y de la liberacién constante de NO; ésta se mezcla con los
alimentos y se desprende 7®. La segunda desempefia un papel mas
importante para la proteccion de la mucosa del acido corrosivo, pues
mantiene un pH neutral (el del pH yuxtamucosal), retarda la difusién
retrograda de iones hidrégeno y mantiene el bicarbonato secretado
por el epitelio 7. La MUC5AC es el componente principal de ambas
capas, sin embargo, el estimulo para el engrosamiento de ambas
capas es distinto, ambas responden al estimulo de Ié PGE2, mientras
sblo la capa interna responde a la donacién luminal de NO; las

razones aun no han sido claramente esclarecidas 8.

2.6.2. Secrecion de bicarbonato gastrico.

Esta secrecion de bicarbonato gastrico contribuye a la proteccion de
la mucosa al mantener un gradiente de pH en la capa de moco que

cubre las células epiteliales superficiales .

Varios procesos contribuyen a la producciéon de b'icarbohato por parte
de las células epiteliales superﬁciéles de la mucosa gastrointestinal.
La secrecién de bicarbonato réquiere energia, posiblemente generada
por 1a hidrolisis e GTP a GMPc @, La anhidrasa carbonica y la

Nat+K+ATPasa parecen desempefiar funciones importantes. El
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proceso de secrecion probablemente involucreun intercambio

electroneutro de cloro luminal por bicarbonato celular .

El bicarbonato gastrico es estimulado por algunos de los estimulantes
de la secrecién de &cidogastrico, pero no por todos ellos. La
simulaciéon de la alimentacion y los agentes colinérgicos ocasionan
una secrecion aumentada de bicarbonatoque se puede inhibir con
atropina. Las prostaglandinas E2 también son estimulantes de la

secrecién de bicarbonato, pero no lo son la gastrina y la histamina

(62,83)

Los principales inhibidores de la secrecion son los inhibidores de la
- ciclo-oxigenasa, antagonistas muscarinicos, agonistas a2-

adrenérgicos y acetazolamida @
2.6.3. Flujo sanguineo en {a mucosa gastrica.

Este flujo contribuye a satisfaber las necesidades metabdlicas
requeridas por los diferentes procesos secretores o de reparacion de
la mucosa y arrastra el acido que ha difundido a través del epitelio. El
aumento de flujo sanguineo 'es un mecanismo defensivo frente a
agentes lesivos a nivel topico. La disminuciéon del flujo origina el
mecanismo primario de la lesién de la mucosa gastrica por algunos

agentes ulcerogénicos (¢489),

El estudio del flujo sanguineo en la mucosa gastrica, ha mostrado que

muchas de las ulceraciones que se producen en ella, no son
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provocadas por la alteracion de sustancias endégenas, como el acido
0 la pepsina, sino por la capacidad de la mucosa .géstrica de disipar la
sobrecarga de H+intramucosal ®®. Es en esta condicién, donde se
nota la importancia del fiujo sanguineo en la proteccion de la mucosa,
porque actua retirando el exceso de H+ intramucosal v,
probablemente, aumentando la entrega de bicarbonato ©7. E| oxigeno
y nutri‘entes para el metabolismo, son muy importantes para prevenir
las ulceras gastricas ® También lo son las prostaglandinas del tipo
E2, agentes citoprotectores de la mucosa gastrica, que actian
aumentando el fiujo en la mucosa gastrica, en respuesta a diversas

condiciones ulcerogénicas 2.
2.7 ULCERA PEPTICA.

‘Desde hace méas de un siglo la enfermedad ulcerosa péptica
constituye una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel

mundial.

La ulcera péptica, o enfermedad ulcerosa péptica, es una lesioén en

- forma de herida mas o menos profunda, en la capa mas superficial
(denominada mucosa) que recubre el tubo digestivo. Cuando esta
lesion se localiza en el estbmago se denomina Ulcera gastrica y
cuando lo hace en la primera porcion del intestino delgado se llama
uicera duodenal. Es una enfermedad frecuente que en Europa
occidental afecta a aproximadamente el 5-10% de la poblacién en
algin momento de sus vidas 8499
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La Ulcera solo se produce en los lugares expuestos al acido y al
efecto daiino de las enzimas que digieren las proteinas,
especialmente la pepsina desde el descubrimiento de que la infeccion
por Helicobacter pylori causaba Ia mayoria de estas lesiones, los
conceptos de hiperacidez por aumento de la masa parietal, y todas las

teorias sobre la etiologia de esta enfermedad se han abandonado ©".

Actualmente sabemos que la Ulcera gastrica y la duodenal que
ocupan mas del 95% de todas las ulceras se producen por tres

factores:
1. Infeccién del estébmago por Helicobacter Pylori

2. Toma de medicamentos anti-inflamatorios, especialmente los

inhibidores de 1a Ciclo-oxigenasa 1
3. Enfermedad de Zollinger Ellison.

Més del 90% de los enfermos con Ulcera duodenal y cerca del 80% de
los pacientesvcon Ulcera gastrica estan infectados por este germen y
se curan si se logra erradicario con antimicrobianos, por otro lado los
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos o AINE, al inhibir la
enzima cicloxigenasa producen disminucién de los factores de
defensa de la mucosa y el medicamento en si produce dafio directo,
es por ello que son ulcerogénicos, especialmente si ademas el
paciente esta infectado por H. pylori, les por ello que mas del 99% de

los casos pueden explicarse por estos dos factores. El tercer factor
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involucrado es la hipergastrimenia que se presenta si el paciente tiene
una enfermedad de Zollinger Ellisson entidad sumamente rara , en la
que un tumor localizado en el pancreas o en el duodeno, produce esta
sustancia que estimula de manera muy importante la produccion de

jugo géstrico 4cido lo que a su vez produce ulceras multiples (92-53:94),
2.8 TERAPEUTICA DE LA ULCERA GASTRICA.

Los recursos farmacologicos para tratar la ulcera gastrica estan
d‘irigidos a reducir o inhibir la secreciéon acida en el estémago y a
favorecer o promover los mecanismos protectores de la mucosa
gastrica, por ejemplo, aumentar la secrecién de mucus, bicarbonato y

flujo sanguineo %),
2.8.1. Antiacidos

Los antiacidos gastricos son susténcias alcalinas, que neutralizan 0
remueven el acido clorhidrico de_l contenido gastrico. Han sido de los
primeros farmacos utilizados en el tratamiento de la Ulcera péptica 8.
Son farmacos (tiles sobre todo para conseguir un alivio sintomatico
rapido. Su principal inconveniente es su accion corta(debido al rapido
vaciado gastrico y a la contiﬁua secrecion acida), requiriéndose una
dosificacionrepetida a lo largo del dia. Por este motivo no se utilizan
como farmaco Gnico para la cicatrizacion de la tlcera, sino para el

alivio rapido de la sintomatologia asociado a otra medicacion 7.

Dentro de ese grupo los mas utilizados son los alcalinos.
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El bicarbonato sodico no se prescribe en la actualidad porquese
absorbe y puede provocar alcalosis y retencién de liquidopor el aporte
de sodio.Otro de los antidcidosinicialmente utilizado fue el carbonato

calcico 8,

Dentro de los alcalinos, es aconsejable utilizar aquellos que no se
reabsorban para evitarasi la aparicionde efectos indeseables.Estos
son el hidroxido de aluminio y el hidroxido de magnesio. El hidroxido

de aluminio puede provocar estrefiimiento, y el de magnesio diarrea

(99)

2.8.2. Antagonistas muscarinicos

Los agentes anticolinérgicos, como la atropina, fueron usados en el
pasado para bloquear el efecto directo dela acetilcolina sobre los
receptores muscarinicos de la célula parietal, reduciendo
aproximadamente, el 30%de la secrecion acida provocada por los
alimentos. Sin embargo no fueron tan efectivos como los anti-H2 y
presentaban un elevado indice de efectos secundarios, como
sequedad bucal y lacrimal, visibn borrosa, arritmias cardiacas y

retencién urinaria (190101,
Existen dos tipos de receptores muscarinicos:M1 Y M2.

Los receptores Miestan localizados a nivel de las glandulas
secretoras gastrointestinales y en el corpus, mientras que los M2 se

localizan en el corazén, tracto gastrointestinal, musculatura lisa del
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tracto urinario y cerebelo, encontrandose ambos tipos de receptores
en las glandulas salivales y lacrimales. La pirenzepina es un
antagonista relativémente selectivo en la inhibicién de la secrecion
acida al actuar sobre los receptores muscarinicos M1. Su efecto
selectivo M1da lugar a que existan minimos efectos a nivel del flujo

salival y musculatura lisa urinaria.es eliminado por via renal (192:103),
2.8.3. Antagonistas de 1os receptores H2.

- Dentro de este grupo tenemos: Ranitidina, famotidina, cimetidina,
nizatidina y rosatidina. Actian bloqueando los receptores H2 de las
ceélulas parietales, provocando una inhibicion de la secrecién
acida,con lo cual se reduce el volumen total de secrecién y las
concentraciones de hidrogeniones, acelerando la cicatrizacion de las
tlceras.A largo plazo, reducen también la incidencia de recaidas y las
molestias en caso de reflujo gastroesofagico y disminuyen la
incidencia de hemorragias en situaciones de riesgo. Se deben de
administrar de noche cuando la secrecién de histamina es mas

elevada (104:105)

El efecto antisecretor persiste de 10 a 12 horas en el caso de la

ranitidina y de 10 a 16horas en el caso de la famotidina.

L.a dosis a la que se administran los diferentes anti-H2son: ranitidina
300 mg/dia, famotidina 40mg/dia, cimetidina 800 mg/dia, nizatidina

300mg /dia 198,
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La célula parietal presenta un receptor de histamina de tipo H2, que al
unirse a histamina o agonistas H2, se activa y estimula a las células
parietales para secretar acido clorhidrico. Este receptor puede ser
bloqueado selectivamente por antagonistas H2 (A-RH2). Los A-RH2,
pueden inhibir también la secrecién de acido provocada por gastrina y
agonistas muscarinicos, aunque el efecto no es siempre completo.
Dentro de los A-RH2 estan la Cimetidina (inhibe la produccién de HCl
hasta un 88%) y la Ranitidina (cuatro a seis veces mas potente que la
cimetidina) %7, Un A-RH2 maés reciente es la Famotidina, el mas
potente que se conoce, 34 veces mas potente que la Cimetidina y 9
veces mas que la Ranitidina. Actualmente siguen aparéciendo drogas

de accién similar a la Famotidina, como la Nizatidina y la Ebrotidina

(108)_

2.8.4. Citoprotectores.

La mucosa gastrica cuando esta expuesta a la acidez luminar, secreta
mucus y bicarbonato (HCO-3), accién conocida como citoproteccion.
Esta respuesta citoprotectora de la mucosa estd mediada por la
sintesis de prostaglandinas (PGS) de tipo E2 e 12, secretadas por la
propia mucosa gastrica "%, Las PGs estimulan la secrecién de HCO-
3 y mucus, aumentando también el flujo sanguineo de la mucosa del
estémago, lo que permite {a disipacion de carga. Esta demostrado que
las PGS protegen la mucosa gastrica contra varios agentes

ulcerogenicos, efecto que ha sido atribuido al fortalecimiento de la
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barrera mucosa. Considerando esta accion de las PGS, y que la vida
media de estas moléculas es extremadamente corta, se han
~ desarrollado analogos estructurales de metabolizacién mas lenta. La

vadroga de este tipo disponible actualmente es el Misoprostol (119,
" 2.8.5. Inhibidores de la H+-K+-ATPasa

Lé fase final de la secrecion acida es mediada por la enzima
H+K+ATPasa (t_ambién conocida como bomba de protones), situada
en la membrana sécreton‘a de la célula parietal. La inhibicién de la
misma produce una potente inhibicion de la secreciébn acida,
independientemente del estimulo. En este sentido, en los ultimos afios
han aparecido varias drogas disponibles de esta nueva clase de
ihhibidores de la secrecién acida gastrica: Omeprazol, lanzoprazol,

pantoprazol y el rabeprazol ("%,
2.8.6. TRATAMIENTO ANTISECRETOR

Los antihistahinicos-H2 (anti-H2) y los IBP son los principales
farmacos antisecretores. Los anti-H2 inhiben la secrecién gastrica de
acido desencadenada por la histamina, la gastrina, los alimentos y
otros factores. Entre los anti-H2 se incluyen la cimetidina, la ranitidina,
la famotidina, la nizatidina y la roxatidina37. L.os IBP causan una
inhibicion irreversible de la bomba de protones de las células
parietales géstricas, reduciendo la secrecion gastrica de acido en mas

del 95%, mas intensamente que los anti-H2("2_ Al primero de los {BP



disponibles, el Omeprazol, se han unido en los Uultimos afios el
pantoprazol, el lanzoprazol, el rabeprazol y el omeprazol
Basicamente todos los I1BP tienen la misma eficacia en el tratamiento
de la UP. Como se ha_ descrito anteriormente, cualquiera de ellos
puede utilizarse en las pautas de tratamiento erradicador de HP. El
pantoprazbl parece dar lugar a menos interacciones farmacol6gicas

que los otros 1BP 113

Tras completar el tratamiento erradicador de HP, el IBP podria
suspenderse. ‘Nd obstante, pafece prudente en los pacientes con UD
complicada o con UG prolongar 2-4 semanas el tratamiento con el IBP
o incluso hasta confirmar la erradicacién de HP ™. En la UP
asociada al consumo de AINE, el tratamiento de eleccién es un IBP
durante 6-8 semanas. Solo en el caso de que el AINE pueda ser
suspendido, podria utilizarse también un anti-H2 durante 6-8
semanas. En el tratamiento de mantenimiento para prevenir la
recurrencia de la UP cuando es imprescindible mantener el AINE se
deberia utilizar un IBP (por ejemplo, 20 mg diarios de omeprazol) o
como alternativa el misoprostol, una prostaglandina, a dosis de 200
mg cada 6-12 horas "*1") Durante afios ha existido temor a los
potenciales efectos adversos de la inhibicion prolongada de la
secrecion acida causada por el tratamiento de mantenimiento con un
IBP. Una reciente revisién de la literatura sélo encontrd evidencia de

que el uso de un IBP a largo plazo puede causar déficit de vitamina
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B12, sin que se hayan demostrado otros efectos adversos

significativos {16
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ill. MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES:

3.1 Materiales bioldgicos

- 36 ratones albinos machos cepa Balb-C de 25+ 1 g de
peso corporal.

- Planta entera seca de Disboorea larecajensis. ‘piedra de
las alturas”

3.2 Material de vidrio:

- Beaker de 50, 100, 250, 500mL

- Pipetas volumétricas ASde 1,3, 5,10 mL

- Pipetas graduadas de 1, 3, 5, 10 mL

- Matraz volumétrico de 10, 25, 50, 100 mL

- Matraz de Erlenmeyer 100,250, 1000 mL.

- Micropipetas calibradas de 10, 100, 1000 uL

- Tubos de ensayo de 20 mL.

3.3 Sales quimicas y reactivos:

- Reactivo de Liebermann-Burchard

- Cloruro férrico (Merck®)

- Reactivo de Shinoda

- Hidréxido de sodio (Merck®)

- Acido clorhidrico (Merck®)

- Hidréxido de amonio (Merck®)

- Reactivo de Dragendorff

- Reactivo de Mayer

- Colorante hematoxicilina / eosina.
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- Metanol (Fisher®)
- Etanol (Fisher®)
- Cloroformo (Merck®)
- Silicagel G60 (Merck®)
- 2, 2-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (Sigma®)
- Formol 40% (Diquimsa®)
 3.4 Medicamentos:
- Indometacina
- Ranitidina
3.5 Equipos:
- Rotaevaporador (Blichi ®)
- Estufa (Memment®)
- Horno de aire circulante (Binder ®)
- Centrifuga (internacional Equipment Co®)
- Lampara UV
- Balanzas analiticas sensibles a 1 g (Hanna®); 0.1 y
0.00001 g (Bennet®)
- Espectrofotometro UV-VIS (Labo Med®)
- Cepo para ratones
- Sonda de administracion orogéstrica
- Microscopio Optico (Nikon®)

- Equipo de diseccion
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3.2 METODOLOGIA ANALITICA:
3.2.1 ESTUDIO FITOQUIMICO

3.2.1.1. Recoleccion, Selecciéon, secado y conservacion de la
muestra en estudio.
Dioscorea larecajensis “Piedra de las alturas”. Los rizomas se
recolectaron en el distrito de San Marcos a una altitud de 3117
msnm, provincia Huari departamento de Ancash-Pert, en la
temporada de enero-abril en el 2013 a una temperatura de
15°C. Parte de la muestra fue enviada al Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, para

su clasificacion taxonémica.

Posteriormente los rizomas fueron seleccionados, separando
manualmente la cascara de los rizomas; luego fuéron
sometidas a una proceso de limpiado eliminando cualquier
cuerpo 0 agente extrafio, obteniéndose aproximadamente 3 kg

de muestra vegetal.

3.2.1.2. Clasificacion Taxonémica de la especie vegetal.
La autenticidad de la especie fue confirmada en el Museo de
Historia Natural dela Universidad Nacional Mayor de San

Marcos, Lima- Peru.
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3.2.1.3. Obtencion del extracto etanélico
El extracto etandlico se obtuvo por el método de maceracion,
que consistio en extraer los metabolitos de los rizomas de la
especie en estudio hasta agotamiento, empleando como
solvente etanol al 96 % durante 7 dias protegido de la luz, una
vez obtenido el extracto, se procedid a evaporar el solvente
hasta sequedad completa del extracto con ayuda de un

rotaevaporador a 40°C.

3.2.1.4. SCREENING FITOQUIMICO PRELIMINAR.
Se procedi6 a hacer las reacciones de identiﬁcacién o
coloracion para cada tipo de metabolito secundario presente,
con los reactivos especificos; en los resultados se indicara la
presencia 0 ausencia del metabolito: 5 mg de extracto

problema con 5 gotas de reactivos. (117}

3.2.1.4.1. Deteccion de grupos funcionales y metabolitos
Secundarios
v DETECCION DE AMINOACIDOS:
Reaccion de Ninhidrina.- Sobre tiras de pape‘l de filtro se
coloca con una pipeta capilar:
a. Una gota de la muestra + una gota del reactivo Ninhidrina al

2%.
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b. Blanco: Solucién etanélica de ninhidrina al 2%.
c. Testigo: una gdta de solucién de metionina 5%.
Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de papel se
colocan en la estufa a 110 - 120°C hasta la aparicién de un
color en el blanco. Se compara con la mahcha azul violacea de

la solucion testigo.

La reaccién es positiva si el papel de la muestra presenta un

color azul violaceo.

DETECCION DE TANINOS:

Reaccion de Gelatina- sal.- Se vierte 0,5 mL de extracto sobre
5 mL de solucién de NaCl 5%, gelatina 1% y gelatina-sal la
precipitacion con este Ultimo reactivo o con ambos el 1°y 2° es
indicativo de la presencia de taninos, si solamente ocurre con el

1°, podria ser un falso positivo.

DETECCION DE COMPUESTOS FENOLICOS:

Reacciéon de Cloruro Férrico.- En un tubo de ensayo se
colocd 0.5 mL de la Fraccién A y se le agregd una gota de
solucion acuosa de FeCl3 1%.

La reaccion es positiva cuando aparecen colores azul-negro,

verde o azul verdoso.
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La reaccién es positiva cuando aparecen colores azul-negro,

verde 0 azul verdoso.

DETECCION DE ALCALOIDES:

El resto de la Fraccién C se evapora a sequedad y luego se
agrega 2 mL de HCI 1%, filtrar. Se realizan las reacciones de
precipitacion, de Dragendorff, Mayer, Hager.

La reaccion es positiva si aparece un precipitado.

DETECCION DE FLAVONOIDES:

Reaccién de Shinoda.- En una placa se vertieron 3 gotas de fa
Fraccién A, 5 limaduras de Mg, y 2 gotas de HCI concentrado.
La reaccion es positiva cuando aparecen tonos de color rojo,

anaranjado y violeta.

DETECCION DE QUINONAS:
Reaccion de Borntriger.- Sobre el resto de la Fraccién B se
agregan 5 mL de NaOH 5% y se agita suavemente.

La reaccion es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.

DETECCION DE TRITERPENOIDES Y/O ESTEROIDES:
Reaccion de Lieberman- Burchard: Sobre 1 mL de la muestra
problema se vertieron 5 gotas de acido aceético y 3 mL de
anhidrido acético/acido sulfurico (50:1).

La reaccién es positiva si aparecen colores verde, azul verdoso
(vias rojo o azul). |
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v DETECCION DE SAPONINAS
Reaccién de la espuma: La prueba de formacion de espuma
consiste en agitar vigorosamente la solucibn acuosa (7:1),
obtenida del extracto etanoélico total, en un tubo de ensayo y
observar la espuma formada. Esta debe ser estable por los‘
menos 30 minutos para poder establecer la presencia de

saponinas.

3.2.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.
3.2.2.1. Método de inhibicién frente al radical libre 2,2-Difenil-1-

picrilhidraizil (DPPH).

El método que se empled en este trabajo es el propuesto por

Brand-Williams et al. (1995) *1® con algunas modificaciones.

Dicho radical tiene un electrén desapareado y presenta un color

violeta el cual cambia a amarillo palido en. presencia de una

sustancia antioxidante, se midi6 ésta reaccibn en un
espectrofotometro.

Preparacion de las soluciones:

« Preparacion del radical DPPH: Se prepar6 una solucién a
0,1 mM de DPPH, pesando 3,9 mg de DPPH en un matraz
aforado previamente tarado y se disolvi6 en 100 mL de
metanol, la solucion se colocé en un sonicador para

asegurar la buena disolucién y luego comprobar que a una
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absorbancia a 517 nm esté 0,6. El matraz se cubrié con .

papel de aluminio para la proteccién frente a la luz.

Prepéracién del Trolox: Se prepar6 una solucién stock 1
mM disolviendo 2,503 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
_-tetrametilcromo-2— carboxilico 97% (Trolox), en 10 mL de
metanol, luego se prepararon diluciones con rangos de
concentracién entre 0,5 y 0,03 mM, con el fin de realizar la
curva de calibracion. Como blanco de calibracién del equipo

se empled metanol.

Preparacion de la curva de calibracién:

Se adiciono 2,9 mL de la solucion de DPPH en una cubeta y
se midi6é su absorbancia a 517 nm y luego se adicioné 0,1
mL de las diluciones de Trolox, se agité vigorosamente y se
mantuvo en la oscuridad} por 30 minutos a temperatura
ambiente, para después realizar la lectura en un
espec;trofotc’)metro UV/VIS a 517 nm.

Medicion de la actividad antioxidante del extracto acuoso de
SLDC:

En una celda de cuarzo se agreg6 2,9 mL de DPPH y se
midié su absorbancia posteriormenté se adicionaron 0,1 mL
d.e una de las dilucion del extracto acuoso de SLDC, esta

mezcla se dejé en reposo durante 30 minutos en la
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oscuridad. Transcurrido este tiempo se ley6 la absorbancia
a 517 nm en un espectrofotdmetro UV/VIS.
Los resultados fueron expresados como la capacidad

antioxidante equivalente en nm de Trolox y vitamina C.

3.2.3 EVALUACION DEL EFECTO GASTROPROTECTOR.

Se utiliz6 36 ratones albinos machos de la cepa Balb C, que
tenian un peso de 25 + 3 gramos, procedentes del Instituto
Nacional de Salud. Los animales fueron aclimatados durante
quince dias al ambiente de experimentacioén, a una temperatura

de 21 °C, con dieta y agua a libertad (19

3.2.3.1 Método experimental.
Se dividi6 los animales en 6 grupos de seis animales cada uno,

segun se detalla a continuacion:

El grupo 1 o grupo normal (control negativo) recibié el vehiculo
que redisolvic las sustancias problemas (solucion de
polisorbato 80 al 3%, a la dosis de 10 mlL/kg). El grupo 2 o -
grupo indometacina 120 mg/kg (control positivo), como agente
uicerogénico, se prepard una suspension de indometacina con
polisorbato 80 al 3%, para la administracion se tuvo en cuenta
agitar constantemente el volumen que contenian los miligramos

necesarios segun la dosis determinada, y la aplicaciéon fue
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indometacina (IND), las sustancias en investigacién, segan se
detallan a continuacion: los grupos del 3 al 5 recibié IND + el
extracto etanolico de Dioscorea larecajensis (50, 150 y 300
mg/kg, respectivamente. El extracto etandlico se reconstituyé
con polisorbato 80 solucién al 3%. Para la administracion se
empled una sonda metalica de acero inoxidable, se administr6
por via oral el solvente y soluciones en las dosis indicadas;
luego de 60 minutos se administré la indometacina por via
intraperitoneal, a todos los grupos, excepto al grupo normal,
esto se repiti6 a las doce horaé. Luego de seis horas de la
dltima administracion los animales fueron  sacrificados,
administrandoseles por via intraperitoneal pentobarbital 100
mg/kg. Mediante laparotomia se extrajo el estdmago, que fue
abierto por la curvatura mayor y se, observé la presencia de
las lesiones. La actividad 'gastroprbtectora se -evalud
considerando estos indicadores: la inflamacion, las bandas
hemorragicas, el naméro de ulceras, la presencia de hiperemia
y erosiones. Los estémagos fueron conservados en una
soluciéon de formaldehido tamponado: formaldehido (Merck)
- 40% (100 mL) + sodio fosfato monobasico monohidratado (4 g)
+ sodio fosfato dibasico anhidro (6,5 g) + agua destilada

cantidad suficiente para un litro.
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3.2.4 DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso)

El extracto etandlico de Dioscorea larecajensisfue administrado
por via oral segun el disefio de la tabla 1, en 12 ratones machos
cepa Balb-C adquiridos del Instituto Nacional de Salud, y con
peso promedio de 25 + 1 g al inicio del experimento, los cuales
fueron mantenidos en un ambiente a temperatura controlada de
20 £ 2 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h, en los
ambientes de la facultad de Farmacia y Bioguimica. La
alimentacién consistié en ratonina peletizada y agua ad libitum.
Los animales fueron observados constantemente durante las
primeras 24 h, continuando la misma diariamente durante un
periodo de 14 dias, registrando cualquierv sintoma téxico que

pueda presentarse (120

Tabla 1. Disefio experimental para toxicidad oral aguda en
ratones.

Nro. Tratamiento Dosis Muestra
(mg/Kg) (n)

i 1 . Control SSF - 10.mlL/Kg . 6" |
- T b e 5 i« s e e
2 Dioscorea 2000 6

larecajensis
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3.2.4.1 Analisis estadistico.
Luego de la ejecucién del disefio experimental, los datos fueron
ordenados y analizados, aplicando primero la prueba de
normalidad, para seleccionar las pruebas de hipotesis

estadisticas adecuadas.

Para todas las pruebas estadisticas se fijara el nivel de
significancia en 0,05. Se empleara en todos los casos el
software estadistico SPSS (Stadistical Package for Socials

Sciences).
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IV.RESULTADOS
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41. ESTUDIO FITOQUIMICO
4.1.1. Clasificacion taxonémica.
Como resultado de la Clasificacion Taxonémica segun la Clasificacién
de Cfonquist (1988) y determinado por el Mg: Hamilton Beltran.
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUBCLASE: LILIDAE
ORDEN: LILIALES
FAMILIA: DISCOREACEAE
GENERO: Dioscorea
ESPECIE: Dioscorea larecajensis Uline
ex Knuth. |

Nombre vulgar: “Piedra de las alturas”.

4.1.2. Porcentaje de rendimiento del extracto etanélico seco dela

obtencion del extracto etanélico.

El porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco (%EES) fue

de 0.57 %. Este resultado fue obtenido con la siguiente expresion:

Peso final del extracto seco
% EES= X 100
Peso inicial de 1a muestra seca
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179

% EES=

3000 g

% EES= 0.57 %

X100

4.2 ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO ETANOLICO

Los resultados del analisis fitoquimico cualitativo se observa en la tabla

N°2.

Tabla 2. Prueba preliminar cualitativa de los metabolitos secundarios del

extracto etanélico de Dioscorea larecajensis.

Prueba de caracterizacién Resultado . Metabolito secundario
Reaccién de la NINHIDRINA +) Grupos aminos libres
Reaccion de ia GELATINA +) Taninos
Reaccién con CLORURO FERRICO .
&) Compuestos Fenélicos
(FeCls)
1 Reaccién de DRAGENDORFF [0) Aicajoides
Reaccién de HAEGER +) Alcaloides
Reaccién MAYER * Alcaloides
Reaccién de SHINODA +) Flavonoides
Reaccion de BORNTRAGER +) Quinonas _ J
Reaccién de LIEBERMAN-
. (+) Triterpeno y/o esteroides
BURCHARD
‘Prueba de la ESPUMA 5] Saponinas ,

(-) = Ausencia; (+) = Presencia
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4.3. Evaluacion de la actividad antioxidante in vitro del extracto
etandlico de Dioscorea larecajensis “Piedra de las alturas”

- 120

[}
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] 100 .

g ‘- I-l-y = "y /

< 80 /

=

[ 3]

Sig ® / 5:5:5:5./ /

.g Q™ W

2 40

o

: /

:.:‘ 20 illl:l.

h M |

§ 0 ., m

é 10 ug/mL 25 ug/mlL 50 ug/mL
& Vitamina C 94.82 94.95 95.79

5 7, TROLOX 94.89 95.12 98.98

R Dioscorea larecajensis 13.02 31.15 40.86

4.4. Evaluacion de la toxicidad oral aguda a dosis unica durante 14 dias
del extracto etanélico de Dioscorea larecajensis.
En la figura 7 se observa la variacion del peso de los animales durante 14

dias. Se establece una dosis letal media mayor a los 2000 mg/Kg.

30
5 | Gy =T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

N2 de dias
~—&—Extracto etandlico Dioscorea larecajensisi 2000 mg/kg  ~f=Suero fisioldgico

Figura 7. Evaluacion del peso de los ratones en el estudio de la toxicidad oral aguda

durante 14 dias.
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4.5. Evaluacion del efecto gastroprotector del extracto etanédlico de
Dioscorea larecajensis “piedra de las alturas™.

Tabla 03. Evaluacién de la inflamacién en el estémago de ratén en un
modelo experimental de (lcera gastrica inducida por etanol.

G crental * Dosi Inflamacién
rupo experimenta osis
xtD ed 2
(me/Ke] *DE M PL P

_ Control negativo - 0,17+0,17 Y 0,002 -
Control positivo - 2,67t0,21 3 - 0,002
Etanol+Diocorea Iareaje_ 50 083t017 1 0,002 0,027
_ Etano+Diocorea larecaje 150 0,17+0,17 0 0,002 1,00
Etano+Dlocorea larecaje 300 0,170,17 0 0,002 1,00
: IND + ranitidina 100 0,5010,22 0.5 0,003 0,241

* Los datos de ninguno de los extractos presentd distribucién normal (p<0,05, Koimogorov-Simimov) X: media; DE:
desviacion estandar; Mw: mediana; IND: indometacina, pi; comparacién entre las medianas de las dosis de! extracto y
de la indometacina 80 mg/kyg, (Prueba de Mann-Whitney); p2: comparacién entre las medianas de las dosis de! extracto y
del suero fisiclégico, (Prueba de Mann-Whitney)

Tabla 04. Evaluaciéon de bandas hemorragicas en el estbmago de ratén en
un modelo experimental de dlcera gastrica inducida por etanol.

Grupo experimental * Dosls Inflamacién
(mg/Kg) x+ DE Med pl p2
Control negativo - 0,17£0,17 0 0,003 -
Control positive - T 283%031 0 3 - 0003
Etanol +Diocarea larecajensis - 50 - 1671021 ) 2 0,016 0,004
' Etanol +Diocorea larecajensis 150  0,33:021 O 0,003 0211 °
Etanol +Dlocorea larecajensis 300 ) 0,17 £0,17 0 0,003 1,00
Etanol + ranitidina © 100 10,67 0,21 1 0,003 " 0,093
* Los datos de ninguno de los extractos presenté distribucién normal {p<0,05, Kolmogorov-Simirnov) X: media; DE: desviacién estdndar;
Mea: mediana; IND: ind Ina, p1: peracién entre las medianas de {as dosis del extracto y de 12 indometacina 80 mg/kg, (Prueba de

Mann-Whitney); p:: comparacién entre las medianas de las dosis del extracto y del suero fisiolégico, (Prueba de Mann-Whitney)

Tabla 05. Evaluacién de Glcera gastrica en el estémago de ratén en un
modelo experimental de Gicera gastrica inducida por etanol.

inflamacién
Grupo experimental * Dosis
(mg/Kg) xtDE Med pl p2

Control negativo - 0,17+ 0,17 0 0,003 -
_ Control positivo - 517060 5 - 0,003

Etanol +Diocorea larecajensi: S0 2831048 3 0,008 0,003
"'Etanol +Diocorea larecajensi 150  050:0,34 0 0003 0152 |

Etanol +Diocorea larecajensi. 300 0,17+0,17 0 0,003 1,00
" Etanol + ranitidina 100 0,17 0,17 0 0,003 1,00
* Los datos de ninguno de los extractos presentd distribucién normal (p<0,05, Kolmogorov-Simirnov) X: media; DE: desviacién esténdar;
Med: medi: IND: indor ina, pr: comparacién entre las medianas de las dosis del >y de 12 Ind ina 80 mg/kg, (Prueba de
Mann-Whitney); p2: & n entre las med!; de las dosis del extracto y del suero fisiotégico, (Prueba de Mann-Whitney)

64



31
e 27
e
o
]
]
<
=
=
21
14 = —— * 28
16
[s} —— T + * - - ¥
Control Negative Comrol positivo IND + D. IND +D. IND + D. IND + Ranitidina
larecajensis §0 larecajensis 150 larecajensis 300 100 mgiig
Mg mgKg mgMg
Tratamiento
Figura 7. Medianas de los valores de inflamacién de los grupos
experimentales
a-4
® o
=
p=]
B
[~
o
E
x
~
-
=
]
[1e]
. ‘ 26
1 —l »? *
ot S T T — — T
Control Negativo Control positivo IND - D D 1l D IND + Ranitiding

D . IND + D. IND + D.
tarecajensis 50 larecgjensis 150 Iarecajensis 300 100 maMg
mgiKg mpKg mgi<g

Tratamiento

Figura 8. Medianas de los valores de bandas hemorragicas de los
grupos experimentales

65



10

8- o
61
~
<
=
A
w
s
=
©
5 4
=
=
2—
3 27 . 34
* E3 *
o - e T T * L L -
Control Negativo Contro! positive IND + D. IND + D. IND + D. IND + Rantidina
larecajensis SO larecajensis 150 larecajensis 300 100 mgig

maMg maMg malKg
Tratamiento

Figura 9. Medianas del nimero de ulceras gastricas de los grupos

experimentales

66




4.6. EVALUACION ANATOMOPATOLOGICO DEL ESTOMAGO DE
RATONES INDUCIDAS CON ULCERA GASTRICA.

Estomago normal. 400X

Figura 10. Corte histolégico del grupo control SSF 2 mi/kg.

Hipertrofia, luz con detritus, discreta erosion de mucosa, apices deflecados,
infiltracién de mononucleares en tercio inferior {(gastritis). 400X.

Figura 11. Corte histolégico del grupo experimental que recibié Etanol +
indometacina (E+l)
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Zona hipertréfica, con apices digitiformes (forma de dedo), con infiltracion a
mononucleares en la base. 400X.

Figura 12. Corte histolégico del grupo experimental que recibié (E+l) +
Dioscorea 50 mg/kg

Empastamiento y descamacion de apex glandular, criptas sinuosas con
descamacién. 400X.

Figura 13. Corte histolégico del grupo experimental que recibié (E+l) +
Dioscorea 150 mg/kg
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Estémago con empastamiento de apices, infiltracion a mononucleares
en base. 400X.

Figura 14. Corte histolégico del grupo experimental que recibié (E+l) +
Dioscorea 300 mg/kg

Hipertrofia, luz con detritus, sin gastritis erosiva. 400X.

Figura 15. Corte histolégico del grupo experimental que recibio (E+l)
+Ranitidina
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V. DISCUSION



El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos evaluar el efecto
gastroprotector del extracto etandlico déDioscorea larecajensis Uline ex
Knuth “piedra de las alturas® sobre lesiohes ulcerosas. ES necesario
mencionar que el aporte cientifico que se ha obtenido como resultado del
presente estudio dard a la poblaciébn mayor seguridad en el uso de esta
‘especie vegetal como medicina tradicional o folklérica y asi mismo queda
abierta la posibilidad para la industria de las plantas medicinales de

establecer su composicién quimica y elaborar una presentacion farmacéutica

que garantice su uso terapéutico.

El estudio fitoquimico del extracto etandlico de los rizomas determin6 que
posee metabolitos como alcaloides, flavonoides, compuestos fenélicos y

taninos que se muestran en la tabla 2.

~ La Diosgenina y saponihas esteroidales cominmente éncontradas en
- - Dioscoreas han -demostrado ser antitumorales, antifingicas y
antinflamatorias. En Varios estudios se reportan saponinas esferoidales,
diterpenos, norditerpenos, fufanoides, flavonoides, whitahélidos, derivados
de fenantrenos y dibencilos que fueron aislados.de espeéiés del género

Diosocorea (121

Para evaluar la actividad gastroprotectora del extracto etandlico de

Dioscorea larecajensis en diferentes dosis se utilizo indometacina y etanol
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para producir lesiones ulcerosas gastricas y de esta manera determinar el

efecto del extracto.

El dafio oxidativo es considerado por diferentes modelos experimentales y
clinicos como un factor comln en la patogénesis de la tlcera®®.Los
- agentes antioxidantes al atrapar los radicales libres previenen la formacién
de la lesién ulcerogénica causada por estimulos estresantes, previniendo

complicaciones mayores como el cancer.

Es conocido quela induccién de dafio en la mucosa gastrica por parte de los
AINE, a través de multiples mecanismos -como supresion de la generacién
de prostaglandinas, sobreproduccion de leucotrienos, actua como un irritante
tépico y reduce el flujo sanguineo local. Por ello, esta reduccion pbdria
deberse al incremento en la produccion de moco gastrico y/o quizas posible
antagonismo de los leucotrienos, los que podrian contribuir a este efecto

gastroprotector{'?®

Segun el tratamiento resumido en la tabla 3, para determinar la inflamacién
se observé diferencia significativa (p< 0.05), entre en el control positivo
(tratado con indometacina) y la dosis administrada a 50, 150 y 300 mg/Kg

del extracto de D. larecajensis.
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En la tabla 4, en cu'anto‘a las bandas hemorragicas se observa diferencia
significativa (p< 0.05), entre el control positivo y la dosis de 50,150 y 300
mg/Kg del extracto administrado. En la tabla 5, para evaluar Iaskalceras
gastricas se observa que existe una diferencia significativa (p< 0.05), en
- cada uno del grupo tratado, control negativo 0%, control positivo 25%, 50 mg
del extracto 25%,150mg 10 %, 300mg extracto presentaron 0% de bandas
gastrica, en comparacién al grupo experimental que recibid el inductor

ulcerogénico.

La actividad gaétroprotectora del extracto de Dioscorea larecajensis, es
gracias a que en su cqmposicién contiene los flavonoides como evl canferol y
la quercetina, -demostréndo que el canferol aumenta la liberacién de
prostaglandinas inhibiendo la secrecion de acido gastrico mediante el
receptor PGE-2 unido a una proteina G inhibidora de la ceélula parietal,
estimulando la secrecién de bicarbonato, provocando reduccién de la
exfoliacién celular e incremento del flujo sahguineo mucosal y protegiendo la

barrera de la mucosa gastrica 4.

La quercetina es otro flavonoide que posee efecto antioxidante y actividad
miolitica que actuarian sobre la musculatura lisa gastrica retrasando el
transito intestinal y de esta manera reconociendo su actividad citoprotectora
(125)

También, han demostrado actividad antioxidante, fundamento de la

proteccidon contra la accidén de radicales libres producidos por el alcohol, el
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cual genera inflamacion, necrosis e induccién de apoptosis (2%

En el ensayo de actividad antioxidante se demostré que el extracto etandlico
presenté poca actividad antioxidante en comparacién a los antioxidantes
conocidos, Trolox y vitamina C bor lo que su actividad gastroprotectora se

deberia a otros tipos de mecanismos.

Existen trabajos realizados con extractos de otras especies, a las que se les
atribuye la propiedad antiulcerosa. El extracto etanélico de hojas de Bidens
pilosa L 1?7 via orogastrica alcanzé el maximo efecto protector a la dosis de
2 000 mg/kg, utilizando etanol al 75% como sustancia de irritante, con
respecto a los diferentes extractos de Byrsonima crassa, se observd
inhibiciéon de lesiones en los diferentes extractos, metanol, metanol 80% y
cloroformo, a las dosis de 500 y 1 000 mg/kg, siendo el extracto cloroférmico
el que alcanzé el grado mas bajo de inhibicién; en todos ellos se utilizé como
agente irritante una solucién de etanol con HCI (128). En el extracto acuoso
de Quassia amara "®® se observa que en dosis superiores de 500 mg/kg
alcanza un grado de proteccion significativa frente al etanol 75%. Todos
estos estudios, al igual que el de Solanum variabile, demostraron ser
efectivos como antiulcerosos en modelos experimentales de lesion gastrica
inducida por indometacina, etanol, etanol-HCI y estrés por inmovilizacion en
frio (130).

En la patogenia del proceso inflamatorio existe la adherencia de neutréfilos y

monocitos, inducida por agente quimiotaxicos, lo que implica la
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desgranulacion y causaria un aumento notable de la captacién de O, v,
como consecuencia, el incremento de aniones_Superéxidos (O2-) y peroxido
de hidrégeno (H20;) 3" También, habria liberacién de diversos productos
secretores contenidos en los granulocitos, que incluyen diversas proteasas,
como las catepsinas, elastasas y colagenasas. A todo ello se sumaria la
liberacion de numerosos mediadores proinflamatorios (IL-1, la [L-6,
prostaglandinas y los leucotrienos), que atraerian a mas células
proinflamatorias a la zona lesionada, lo que ahondaria mas el dafio tisular.
La produccién de especies reactivas de oxigenos (ROS) incrementadas por
el proceso inflamatorio debe sef neutralizada para no causar mas dafio
tisular. La presencia de metabolitos secundarios con propiedad antioxidante
en el extracto actuaria como atrapa'd-or de radicales libres como los

flavonoides, taninos, saponinas, compuestos fendlicos.

Segun los resultados del estudio histopatoldgico, se observd que a la dosis
de 150 mg/kg de peso del extracto existié ﬁna discreta infiltracién de células
inflamatorias en la region submucosa, en comparacién al grupo que recibio
la ranitidina en donde se evidencié una mayor presencia de estas células en
la reg_i()n‘ submucosa y muscular; y a la dosis de 300 mg/kg se observé en
algunas Iéminas la presencia de hipertrofia glandular con empastamiento, lo

que significaria un cierto grado de regeneracion tisular.

La ranitidina, a dosis de 100 mg/kg, farmaco utilizado en el

tratamiento de las Ulceras, demostré ser efectivo frente a la formacion de
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lesiones gastricas producida por el etanol al 96%; este resultado también ha
sido encontrado por otros autores 132

Estos resultados, tomados juntos con la no toxicidad del extracto indican su
potencial como una droga antiulcerogénica para otras investigaciones. La

comparacioén de su eficacia con la ranitidina llevé a confirmar los resultados.

Algunas limitaciones deben ser reconocidas. En primer lugar, para la
evaluacion de la actividad gastroprotectora se utilizé indometacina, como
agente ulcerogénico, para lo cual se prepar6 como suspensiéon con
polisorbato 80 al 3%, hubiera sido ideal comparar el comportamiento de la
indometacina como solucién, disuelta en bicarbonato de sodio, la cual tiene
mayor biodisponibilidad. Otra limitacién fue que razones econémicas no se
pudo tenerv mayor cantidad de animales para probar un mayor nimero de

dosis de los extractos utilizados.
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VI. CONCLUSIONES
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. Como resultado del Screening Fitoquimico realizado al extracto etanélico
de Dioscorea larecajensis Uline ex Knuth “‘piedra de las alturas” se
determiné la presencia de los siguientes grupos de metabolitos
secundarios: flavonoides, grupos aminos libres, taninos, alcaloides,

quinonas, compuesto fendlicos. triterpenos y saponinas.

. La actividad antioxidante del extracto etandlico de Dioscorea larecajensis
Uline ex Knuth comparandolo con la vitamina C y el Trolox, teniendo una
mayor similitud con la vitamina C, semejandose en el porcentaje de
reduccion del radical tanto en las concentraciones de (1,0 ug/ml), (10,0
ug/ml), (50,0 ug/ml), teniendo el Trolox mayor poder antioxidante en sus
tres concentraciones en comparaciéon con el extracto en problema vy la

v vitamina C.

. Se determiné la toxicidad oral aguda en dosis repetida durante 14 dias
del extracto etanédlico de Dioscorea larecajensis en ratones,
administrandole una dosis maxima de hasta 2000 mg/kg en los ratones
tratados, llegando la conclusién que todos los ratones tratados a la

maxima dosis no presentaron ningun efecto téxico.

4. Eﬁ la Ievaluacién del efecto gastroprotector la dosis de mayor efecto fue a
300 mg/kg no presentando inflamacién, bandas hemorragicas y ulceras
gastricas significativas.

. Mediante estudios anatomopatolégicos el estbmago de los ratones del
grupo normal y la inducidas con lesiones ulcerosas, se observan el grupo

control positivo (etanol+ indometacina) se produce gastritis y no se
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evidencia la presencia de ulceraciones en los estbmagos de los ratones
tratados con ranitidina y los que fueron tratados con la dosis de 150 y

300 mg/Kg del extracto.
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Vil. RECOMENDACIONES
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Aislar y elucidar los compuestos del extracto etandlico Dioscorea
larecajensis Uline ex Knuth. “piedra de las alturas” para determinar los

posibles metabolitos responsables del efecto gastroprotector.

Realizar los analisis de espectrometria de masa y resonancia magnetica

nuclear para la identificacion completa de los derivados de los

compuestos bioactivos presentes en el extracto.
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Anexo 01

Ubicacién en su habitat natural de Dioscorea larecajensis
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Anexo 02

Obtencién del extracto etanolico de Dioscorea larecajensis.

RECOLECION DE RIZOMAS

[ Rizomas de Dioscorea larecajensis ] Planta completa de Dioscorea larecajensis.

FRACCIONAMIENTO DE RIZOMAS

Rizomas fragmentados de

Dioscorea larecajensis.

Rizomas fragmentados y preparados
Para la maceracion

)
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Maceracién de Dioscorea larecajensis para la Filtracion luego de la maceracion por 15
obtencién de extracto etanolico dias de Dioscorea larecajensis

SECADO EN ESTUFA
EXTRRCTD

"~ Secado def extracto etanolico de
Oblentiin del extaciv de Dyscoreg lEce=nss(170)
Obtencion del extracto de

Dioscorea larecajensis (179).
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ANEXO 03
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

Preparaciéon del DPPH Preparacion de Trolox
f -
P ':': e
. R
T D
=
N - L
Preparacion del E.E.D.L. Prenaracion de la curva de calibracion
8 | |
o DPPH con
i ‘ Trolox
; A
P

Actividad antioxidante por el DPPH con Vit Cy Trolox.

B ll E.ED.L

f’!’h\ i
‘ 01,05y 1 pimi

AR

!

TROLOX
P A&»‘* . 0.1,0.5y 1 pi/ml
- . Ll w
. vITC
T N 0.1,0.5y 1 pimi
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Anexo 04
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GASTROPROTECTORA

LAgrupaci()n de los ratones 6 grupos de 5 ratones cada uno y periodo de

ayuna por_un dia

(

s,

[ Extraccion y extendido de estémagos de los ratones ]
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Colocacioén de estdbmagos de ratones en taperes para su conservacion
y posterior analisis por el patélogo
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[ Resultado del andlisis histopatolégico de los estémagos y loa actividad J
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