{1 UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGH" E A

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOGQUIMICA

“"‘ ICA HATUN YACHAY HUAS!

- Efgcto gasiroprotector del extracto efandlico de
Clinogodium holivianum (Benth.) Kuntze “sayga mufia”
sobre lesiones ulcerosas inducidas en ratones albinos
Balb-C.
TESIS:

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL OE:
QUIMICO FARMACEUTICO

PRESENTADO POR:

bach. Rivera Oyola Astrid Cinthia
Bach. Ventura Gutiérrez Fanny lris

ASESORES:

Dra. Q.F. Francisca Martha Garcia Wong
Ma. Q.F. Oscar Herrera Calderen

ICA - PERU

AR




Dedicado a Dios:

Gracias dios mio por la vida, por la salud, por la
Jamilia y por acompafiarnos siempre en cada paso
que damos, gracias nuevamente por tus bendiciones.

ii



A mig padres:

Dedicado a las personas que mas amo en esta vida. Gracias a mis padres
que dia a dia me han brindado su apoyo y con mucho esfuerzo han logrado
que me desarrolle en el ambito profesional, este merito se los dedico a
ustedes con todo mi amor, gracias por confiar en mi, todo lo que obtendré a

partir de ahora sera de ustedes porque se merecen esto y mas.

A mis hermanos que siempre me han apoyado en todo momento,
agradecerles por el simple hecho de que siempre seran parte de mi vida, y

me siento muy orguliosa de que lo sean.

A mi familia en general, que siempre estan conmigo en las buenas y en las

malas.

Fanny

iii



A mig padres:

Mi tesis la dedico con todo mi amor y carifio.

A dios que me dio la oportunidad de vivir y de regalarme una familia
maravillosa.

Con mucho carifio principalmente a mis padres que me dieron la vida y que
han estado conmigo en todo momento. Gracias a mi padre Sixto Rivera
Pichihua y a mi madre Eusebia Oyola Cancho por darme una carrera para mi
futuro y por creer en mi, aunque hemos pasado momentos dificiles siempre
han estado apoyandome y brindandome todo su amor, por todo esto les
agradezco de todo corazén que estén conmigo a mi lado.

A mi hermano Jhelsin Rivera Oyola, a mis tios Vicente Villaroel Serrato,
Otilia Oyola Cancho, Fausta Rivera Pichihua por apoyarme mucho. Y a

mis abuelitos por consentirme mucho. Los quiero mucho.

Astrid

iv



AGRADECIMIENTOS

Esta tesis no se hubiera realizado sin la ayuda desinteresada y el trabajo de
muchas personas, a las que quiero agradecer sinceramente por su

colaboracién en cada momento y al mismo tiempo dedicar este trabajo.

Deseo destacar especialmente el frabajo realizado por mis asesores de
tesis, la Dra. Francisca Martha Garcia Wong y el Mg. Oscar Herrera
Calderdn, a quienes agradecemos que nos hayan brindado la oportunidad
de compartir sus conocimientos, ensefianzas, orientacién, para la gjecucion

de la presente investigacion.



AGRADECIMIENTO ESPECIAL

A nuestro asesor de tesis el Mg. Oscar Herrera Calderon
por la orientacion y ayuda que nos brindé para la realizacion
de esta tesis, por su apoyo y amistad que nos permitieron

aprender mucho mds que lo estudiado en el proyecto.

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Mapa de ubicacién del distrito de Paico.

Figura 2: Imagen de la planta entera Clinopodium bolivianum.
Figura 3: Estructura basica del flavonoide.

Figura 4: Esquema de los derivados de los flavonoides.
Figura 5: Estructura de la quercetina y canferol.

Figura 6. Curva de calibracién del acido galico

Figura 7: Evaluacién de la actividad antioxidante in vitro del extracto etandlico
de Clinopodium bolivianum.

Figura 8: Banda media de inflamaciéon en el experimento de induccion de
Ulcera Gastrica.

Figura 9: Bandas hemorragicas en el experimento de induccién de Ulicera
Gastrica. ‘

Figura 10: Ulceras hemorragicas en el experimento de induccidn de Ulcera
Gastrica.

Figura 11: Corte histolégico del estdmago de ratones del grupo control.

Figura 12: Corte histolégico del estdbmago de ratones del grupo positivo:
Indometacina y etanol.

Figura 13: Corte histologico del estdémago de ratones del grupo estandar:
Ranitidina.

Figura 14: Corte histolégico del estbmago de ratones tratados con extracto:

sayqa muna 50 mg/kg.

Figura 15: Corte histolégico del estbmago de ratones tratados con extracto:

sayga muia 150 mg/kg.

Figura 16: Corte histolégico del estdmago de ratones tratados conextracto:

sayga muiia 300 mg/kg.
Figura 17: Ensayo de toxicidad a dosis Unica durante 14 dias de evaluacion del
extracto etandlico de Clinopodium bolivianum.

vii



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: Disefio experimental para toxicidad oral aguda en ratones.
Tabla 2: Analisis fitoquimico cualitativo del extracto etanélico.

Tabla 3: Cuantificacién de polifenoles totales del extracto etandlico de

Clinopodium bolivianum.

Tabla 4: Evaluacion de la inflamacion en el estdbmago de ratébn en un modelo

experimental de Ulcera gastrica inducida por indometacina.

Tabla 5: Evaluacién de bandas hemorragicas en el estdmago de ratén en un

modelo experimental de Ulcera gastrica inducida por indometacina.

Tabla 6: Evaluacidn de Ullcera gastrica en el estdmago de raton en un modelo

experimental de Ulcera gastrica inducida por indometacina.

viii



V.

INDICE

SUMMARY

RESUMEN

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

4.1.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

ANTECEDENTES

DESCRIPCION BOTANICA

PRINCIPALES METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES
EN LA ESPECIE Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze
“sayga muia’.

DESCRIPCION DE LA MUCOSA GASTRICA

SECRECION ACIDA GASTRICA

MECANISMO DE DEFENSA DE LA MUCOSA GASTRICA
4.6.1. Mucus gastrico

4.6.2. Secrecién de bicarbonato géétrico

4.6.3. Flujo sanguineo en la mucosa gastrica

ULCERA PEPTICA

TERAPEUTICA DE LA ULCERA GASTRICA

4.8.1. Antiacidos

4.8.2. Antagonistas muscarinicos

4.8.3. Antagonistas de los receptores H2

4.8.4. Citoprotectores

4.8.5. Inhibidores de la H+-K+-ATPasa

4.8.6. Tratamiento antisecretor

ix

Pag.
12
14
16
20

21

25

26
32
33
36
37
39
40
41
42
42
43
44
45
46

46



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES
5.1.1. Material biolégico
5.1.2. Materiales de vidrio
5.1.3. Reactivos
5.1.4. Medicamentos
5.1.5. Equipos
5.2. METODOLOGIA ANALITICA
5.2.1. Estudio fitoquimico.
5.2.1.1. Recoleccion, Seleccién, secado de la muestra
en estudio
5.2.1.2. Clasificacion Taxondémica de la especie vegetal
5.2.1.3. Obtencién del extracto etandlico
5.2.1.4. Screening Fitoquimico
5.2.2. Determinacion de compuestos fendlicos
5.2.2.1. Método Folin-Ciocalteu (IFC)
5.2.3. Evaluacién de la actividad antioxidante
5.2.3.1. Método de inhibicién frente al radical
libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH)
5.2.4. Evaluacién del efecto gastroprotector

5.2.4.1. Método experimental

5.2.5. Determinacioén de la dosis letal 50 (DL50)

5.2.6. Analisis estadistico

48

49

49

49

49

50

50

51

51

51

51

52

52

55

55

56

56

58

58

60

61



VL. RESULTADOS.
6.1. ESTUDIO FITOQUIMICO
6.1.1 clasificaciéon taxonémica
6.1.2 Porcentaje de rendimiento del extracto etanélico seco
de la obtencién del extracto etandlico.
6.2. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
ETANOLICO
6.3. CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES
6.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO
6.5. EVALUACION DEL EFECTO GASTROPROTECTOR
6.6. EVALUACION ANATOMOPATOLOGICA DEL ESTOMAGO DE
RATONES INDUCIDAS CON ULCERA GASTRICA
6.7. ENSAYO DE TOXICIDAD ORAL AGUDA A DOSIS UNICA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Clinopodium bolivianum EN
RATONES ALBINOS BALB/C EN 14 Dias
Vil. DISCUSION
Viil. CONCLUSIONES
IX. RECOMENDACIONES
X. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Xl. ANEXOS

Xi

62

63

63

63

64
65
66

67

70

73

74

79

82

84

101



. SUMMARY

xii



Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze, known as “sayqa mufia ", is a plant
species used in traditional medicine as a treatment for digestive intestinal
spasms, antiemetic and gastritis.

In the present investigation the total ethanol extract of polyphenols
Clinopodium bolivianum was determined using the spectrophotometric
method developed by Folin-Ciocalteu, the result is 92,12 mgEAG / g
expressed as gallic acid equivalent.

The antioxidant activity of the ethanol extract was evaluated by testing
uptake of DPPH radical according to Brand and Williams. The percentage
inhibition of the extract by the DPPH method was 6.49%; 16.19% 18.57%
,compared to Trolox 21.57%; 40.72%; 66.93% and vitamin C 7.54%; 13.45%
;27.53% at concentrations of 0.1; 0.5; 1ug / mL respectively, having similar
extract% inhibition of free radical compared to vitamin C.

The gastroprotective effect was tested at different doses (50,150,300 mg /
kg) of the ethanol extract, inducing gastric damage by indomethacin, the
effect of addition Clinopodium bolivianum ethanol extract was compared
with a gastroprotective drug, ranitidine. Being the most active extract 300
mg/kg similar to the effect of 50 mg/kg ranitidine, taken together these resuits
suggest that the ethanol extract clinopédium bolivianum possesses high
gastroprotective activity, probably due to the presence of flavonoids, also the
presence of secondary metabolites found as: phenol compounds, tannins,
alkaloids, flavonoids, quinones, triterpenes, saponins, free amines,
Keywords: medicinal plant, clinopodium bolivianum, gastroprotective, gastric
lesions, indomethacin, ethanol.
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Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze, conocida como “sayga muiia”, es
una especie vegetal usada en la medicina tradicional para los tratamientos
digestivos como espasmos intestinales, antiemético y gastritis.

En la presente investigacién se determiné los polifenoles totales del extracto
etandlico de  Clinopodium  bolivianum, utilizando el método
espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteu, el resultado obtenido
es de 92,12 mgEAG/g expresado como equivalente de acido galico.

La actividad antioxidante del extracto etandlico fue evaluada mediante el
ensayo de captacién del radical DPPH segun Brand y Williams. El porcentaje
de inhibicion del extracto por el método DPPH fué de 6.49%;16.19%;18.57%,
en Comparacién al Trolox 21.57%; 40.72%; 66.93% y la vitamina C 7.54%;
13.45%;27.53% a concentraciones de 0,1; 0,5; 1ug/mL respectivamente,
Teniendo el extracto similar % de inhibicion de radicales libres en
comparacion con la vitamina C.

El efecto gastroprotector fue probado a diferentes dosis (50,150,300 mg/kg)
del extracto etandlico, induciendo las lesiones gastrica con indometacina,
ademas se comparé con un farmaco gastroprotector, la ranitidina. Siendo el
extracto de mayor actividad el de 300 mg/kg semejante al efecto de 50
mg/kg de ranitidina, tomados en conjunto estos resultados sugieren que el
extracto etandlico Clinopodium bolivianum, posee elevada actividad
gastroprotectora, probablemente por la presencia de flavonoides, asi mismo
se encontrd la presencia de metabolitos secundarios como: compuestos
fendlicos, taninos, alcaloides, flavonoides, quinonas, triterpenos, saponinas,

aminas libres, segun el screening fitoquimico.

Palabras claves: planta medicinal, Clinopodium  bolivianum,

gastroprotector, lesiones gastricas, indometacina, etanol.
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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 irritable, colitis

ulcerosa, colicos abdominales, hipertension y otros (.

El Per( presenta una riqueza y mega diversidad 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 saiud @,

Las enfermedades del aparato digéstivo son alteraciones gastricas que
constituyen un problema clinico-social de repercusion econdmica 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 también con amplia distribucidbn geografica e

incrementada morbilidad ©4.

La Gastritis es una inflamacién de la mucosa del estdmago que puede ser de
tipo agudo, de aparicién rapida y resolucién en pocos dias, o de tipo crénico,

en cuyo caso puede persistir durante afios y producir Glcera péptica .

Sin embargo la Ulcera péptica es considerada como el resultado 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

17



correlacién entre la eficacia del tratamiento antisecretor en la cicatrizacion de
la Glcera y la supresion de la acidez gastrica ). Estas las Ulceras pépticas
s6lo se desarrollan cuando se produce una alteracién de los mecanismos
defensivos de la barrera mucosa por factores agresivos exégenos tales como
alcohol, tabaco, café, comidas irregulares, falta de suefno y estrés, tratamiento
con AINES vy la infeccién por H. pylori M,

De acuerdo con Richardson (1993) los factores que pueden inducir o facilitar

la aparicién de Glceras pépticas gastricas o duodenales son:
1- Predisposiciéon 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 exdgenos 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 etanolico de Clinopodium bolivianum en ratones albinos con dafio

gastrico por accion de la indometacina.

18



HIPOTESIS

La administracion del extracto etandlico de Clinopodium bolivianum “sayqa
mufa” tiene efecto gastroprotector sobre lesiones ulcerosas inducidas en

ratones albinos Balb-C.
OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto gastroprotector del extracto etandlico del Clinopodium
bolivianum (Benth.)Kuntze sobre lesiones ulcerosas inducidas en ratones

albino Balb-C.

Objetivos Especificos:

1. Determinar los metabolitos secundarios del Clinopodium bolivianum

“sayga mufia” mediante el screening fitoquimico preliminar.

2. Cuantificar el contenido de polifenoles totales presentes en el extracto
etandlico de Clinopodium bolivianum “sayga mufa”.

3. Determinar la actividad antioxidante in vifro del extracto etandlico de
Clinopodium bolivianum mediante la captacién del radical 1,2 difenil-2-
picril-hidrazil (DPPH).

4. Determinar la toxicidad oral aguda en dosis Unica durante 15 dias del

extracto etanélico de Clinopodium bolivianum en ratones albinos Balb-C.

5. Evaluar el efecto gastroprotector del extracto etanélico del Clinopodium
bolivianum en tres niveles de dosis sobre lesiones ulcerosas inducidas

con indometacina en ratones albinos Balb-C.

6. Evaluar mediante estudios anatomopatologicos el estébmago de los

ratones del grupo normal y las inducidas con lesiones ulcerosas.

19
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4.1. ANTECEDENTES

No hay evidencias cientificas de estudios realizados con las especies del
género Clenopodium, pero si numerosos estudios con plantas medicinales
que han sido probadas cientificamente encontrandose que contenian
principios activos (como fenoles, flavonoides, aceite esencial, alcaloides,
etc.) con propiedades curativas contra una variedad de enfermedades .Una
serie de plantas medicinales estan siendo evaluadas por su posible efecto
gastroprotectdr, probados en animales de experimentacion, como las que se

citan a continuacion:

e Hiruma P, et al. (2009) ®. En Brasil investigadores publicaron el
estudio del efecto gastroprotector del aceite esencial de Crofon
cajucara Benth. Se evalué en tres modelos diferentes de la llcera
gastrica inducida experimentalmente en ratones. En dosis oral de 100
mg / kg se demostré reduccion de las lesiones gastricas inducidos por

el estrés, moderacion hipotermia y HCI / etanol significativamente.

e Montero A, et al. (2008) ®.En Bolivia investigaron la actividad
gastroprotectora de los extractos de llantén (Plantago major) se
observd que a una dosis de 500 mg/Kg, los extractos acuosos y
etandlico de Plantago major, protegen significativamente la mucosa
gastrica de ratas contra el dafio inducido por etanol, frente al
omeprazol como medicamento control. Otros estudios sugieren que la

actividad gastroprotectora y antiulcerosa de los extractos, contra el
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dafio inducido por etanol pueden estar relacionados con su efecto
antisecretor.

Huaman O, et al. (2009) "%, Estudio realizado en el Per( titulado
efecto antiulceroso del extracto hidroalcohdlico liofilizado de hojas de
Bixa orellana en ratas, donde concluyen que a las diferentes dosis
ensayadas (200 y 400 mg/kg) ejerce un efecto inhibitorio en la

formacién de lesiones gastricas.

Delgado R. (2009) "), En el Pert se realizé el estudio titulado
evaluacion del efecto gastrdprotector del extracto liofilizado de
Capsicum annum L en ratas, donde se observé que a dosis de los
extractos de 10 mg/Kg, 100 mg/Kg fueron efectivas para inhibir las

lesiones gastricas provocadas por indometacina.

Castafieda C, et al. (2009) 2. En el Pert investigadores
demostraron el efecto antiulceroso del extracto acuoso y metanélico
de las semillas de Lupinus mutabilis sweet (chocho) en ratas, donde
concluyen que los extractos acuoso a la dosis de 2,000mg/kg y
metandlico a la dosis de 400mg/kg, de Lupinus mutabilis sweet,
administrados por via oral, presentaron efecto protector de la mucosa
gastrica frente a la Indometacina, siendo mayor el del extracto

acuoso, equiparable al de la Ranitidina.
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> UBICACION GEOGRAFICA

Sayga mufia es también conocida como "quita mufia", esta planta
abunda en la sierra del Perl, natural del departamento de Ayacucho,

provincia Sucre, en el distrito de Paico .

La provincia de Sucre se encuentra a una altitud de 3117 msnm con
una coordenada 14° 41' 38.21" S, 74° 7' 26.88" W, escala = 1:100000,
su clima es frio - templado, y las estaciones climaticas se enmarcan

dentro de la zona quechua o sierra del territorio peruano#1),

LEYENON
| T CARROZAGLE

TR TR S e

Figura 1

Mapa de ubicacién: distrito de Paico-a una altitud
de 3117 msnm. Departamento de Ayacucho (13)
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> USOS EN LA MEDICINA POPULAR
La sayqa mufa ha sido empleada milenariamente por nuestros antepasados,
siendo miltiples los usos que se le atribuye (Teodoro, 2003 y Zirena, 1945).
Los pobladores de la localidad utilizan la planta entera de Clinopodium
bolivianum conocida como “sayga mufia’, en forma de infusién para tratar
problemas gastrointestinales como dolores, espasmos intestinales, coélicos,

males estomacales y gastritis (1817,

> REFERENCIAS DEL GENERO Clinopodium
El género fue descrito por Carlos Linneo. Comprende 271 especies descritas
y de estas, solo 142 aceptadas que viven sobre todo en Asia, Africa y Europa
(18).
Clinopodium es un género de plantas con flores en la familia Lamiaceae. Es
en la tribu Mentheae de la subfamilia Nepetoideae, pero poco mas se puede
decir con certeza sobre su posicién filogenética 1.
El nombre del género Clinopodium se deriva del griego klinopodion. El kiino
en griego significa "una cama" y el podion significa "un poco el pie",
clinopodium = pie de cama — nombre que daba Dioscérides a una planta
aromatica, por la similitud de su inflorescencia con el pomo del pie de una
cama @021,
Las especies del Clinopodium son utilizadas como hierbas medicinales. Por
ejemplo Clinopodium bolivianum se utiliza en forma de infusion para tratar
afecciones relacionadas a nivel gastrointestinal como célicos estomacales,

flatulencias y gastritis 2.

24



4.2, DESCRIPCION BOTANICA
» DESCRIPCION MORFOLOGICAS
La sayga mufia es un arbusto hirsuto de 1 metro de alto. Las hojas
opuestas, cortamente pecioladas (1-1.5 mm.); laminas abovadas a
elipticas, sub-obtusas, bordes enteros o aserrados, 1-2 cm de largo;
flores blanquecinas, subsésiles, solitarias o en fasciculos axilares; caliz
tubuloso, I6bulos deltoides, corola tubular, bilabiada, internamente
pubescente; estambres didinamos, epipétalos; frutos tetraquenios, de 1
— 5 mm de largo con una espicula pubescente en la parte superior

(Macbride, 1960) ¢%24:25),

Figura: 2

Planta entera de Clinopodium bolivianum, conocida
como sayqa mufia.("®.
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4.3.PRINCIPALES METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LA

ESPECIE Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze “sayga mufia”

Los metabolitos secundarios identificados mediante reacciones de
coloracién y precipitacion en el extracto etandlico de la planta entera
Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze “sayga Muia” fueron: grupos

polifendlicos, flavonoides entre otros 2627
» 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 ®®. Constituyen el grupo mas grande y mas
importante de compuestos polifendlicos en las plantas #®. 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

sinénimo de cromona ©?.

Estdn ampliamente distribuidos entre las plantas superiores,
principalimente 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 ©7.
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Figura 3

ESTRUCTURA BASICO DEL FLAVONOIDE ©2,

> 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 reaccion
biosintética crucial es la condensacién de tres moléculas de malonil-CoA con
una molécula de p-coumaroil-CoA para dar una chalcona intermedio ©3.
Chalconas actlian como precursores para la amplia gama de derivados de
flavonoides que se encuentran en todo el reino vegetal ®¥. La mayoria
contienen un anillo heterociclico de seis miembros, formado por tipo Michael
ataque nucledfilo de un grupo fenol a la cetona insaturada dando una
flavanona ®®. El primer paso comprometido de la ruta de los flavonoides es
catalizada por la sintasa de chalcona. Las chalconas pueden ser luego
convertidas en auronas, una subclase de flavonoides que se encuentran en
ciertas especies de plantas ©®. Mas 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 anillo de cierre estéreo especifica

@7)

etapa de isomerizacién para formar las 2S-flavanonas Las flavanonas
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pueden representar el punto de ramificacibn mas importante en el
metabolismo de flavonoides, debido a la isomerizacién de estos compuestos
produce la clase de otros flavonoides ©®. Sin embargo, la sintesis quimica se
lleva a cabo principalmente por la ciclacion y la condensacién de
hidroxiacetofenona. Teniendo en cuenta [a naturaleza quimica de la 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,
flavonoles, flavanonas, isoflavonas, flavanoles (catequinas), flavanolol vy

antocianidinas - son particularmente bien conocidos %49,
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SINTESIS DE LOS FLAVONOIDES ©9),
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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 “Y. 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 farmacolégicas han sido reportados para estas sustancias,
incluyendo  antiviral, antialérgica, antiplaquetario,  antiestrogénico,
anticancerogénico, anti-inflamatorio, antiproliferativo, antiangiogénico y
propiedades antioxidantes. Su ingestién produce tipicamente ninguna o muy
poca toxicidad “®. También se informé de flavonoides de actuar en el tracto
gastrointestinal, que tiene antiespasmédico, anti-secretora, antidiarreico y
antiulcerosos propiedades 4. Teniendo en cuenta el importante papel de los
flavonoides en la prevencién o reduccién de las lesiones gastricas inducidas
por diferentes agentes ulcerogénicos, este objetivo de este estudio fue revisar

la literatura sobre flavonoides con actividad gastroprotectora “4°,

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, disminucién de la secrecién de
histamina, eliminacién de radicales libres, aumento de la perfusién vascular y
reduccion de la adherencia leucocitaria®®*”) Algunos de ellos, reducen la

motilidad gastrointestinal prolongado el tiempo de contacto de los extractos
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con las paredes del estbmago y aumentando de esta manera el efecto

gastroprotectort®),

Por tanto previenen lesiones en la mucosa gastrica inducida por diferentes

Métodos v la protegen contra distintos agentes necréticos *.
> 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-ligacién, la reserpina, la aspirina,

la indometacina, el acido-etanol y ticeras géstricas inducidas por etanol %,

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 formacién de Ulceras gastricas ha sido motivo de estudio
desde hace muchos afios. Experiencias utilizando estimulacién eléctrica vagal
y drogas como la pilocarpina, evidenciaron que la contracciéon de la mucosa
producia trastornos circulatorios que desencadenaban desde erosiones de la
mucosa de distinta intensidad hasta Ulceras y perforaciones en conejos,

gatos, perros y cobayos (lvy et al., 1954) 152

El o los mecanismos de accion de este compuesto estaria influenciado por la
estructura de sus moléculas y mediados por receptores a2-adrenérgicos y

calcio 2,
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Otros autores estudiaron la citoproteccion de una droga preparada a partir de
tres plantas sobre la relajacion de la musculatura gastrica 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 accién como
gastroprotector PAF endégeno, un aumento en la produccién de moco,
propiedades antihistaminicas, que disminuyen los niveles de histamina y la
reduccion del nimero de mastocitos inducida por etanol. También inhibe el
crecimiento de H. pylori, la formacion de acido por las células parietales en
respuesta a la estimulacion por la histamina y dibutiril AMP ciclico, asi como

el H gastrica + / K + de la bomba de protones 4.

OH O
quercetina R =0H
canferol R=H

Figura 5:
ESTRUCTURA DE LA QUERCETINA Y CANFEROL 4,
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» CANFEROL

El canferol posee efecto protector, previniendo la formaciéon de Ulceras
gastricas. Estudios sobre la liberacién de eicosanoides en mucosa gastrica y
colénica humana incubada, demuestran que el canferol aumenta la liberacion
de prostaglandinas 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 inhibicién de la secrecién de acido géétrico, estimulacion
de la secrecion de bicarbonato, reduccion de la exfoliacion celular e
incremento del flujo sanguineo mucosal (Goel et al., 1996). Todas estas

acciones contribuyen a preservar la barrera mucosa gastrica >

4.4. DESCRIPCION DE LA MUCOSA GASTRICA

La mucosa gastrica humana esta constituida de un epitelio glandular
compuesto por unidades gastricas (micropliegues de la mucosa). En términos
de funcion gastrica, el estdmago se divide en dos regiones, la region exocrina
o glandular que se encuentra localizada en el cuerpo y formix gastrico, y la

porcién endocrina localizada en la region antral 7,

La mucosa de la regién exocrina consiste en un epitelio columnar simple que
delimita la superficie lineal. Estas células secretan moco y liquido alcalino,

necesarios para la proteccion del estdmago contra sus propias secreciones.
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Abriéndose a la superficie mucosa se encuentra una zona denominada “PIT”,

zona donde convergen entre 3 y 7 glandulas oxinticas 8.

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 antropilérica 0 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 % 8961,

4.5.LA SECRECION ACIDA GASTRICA

La secrecidén acida gastrica se puede iniciar por una variedad de factores,
relacionados con la ingesta de alimento y el estado calérico 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 ®?. En la fase cefélica estan involucrados mecanismos regulatorios

del sistema nervioso central (hipotalamo y bulbo raquideo), mientras que en la
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fase gastrica e intestinal, estan involucrados mecanismos periféricos, que

incluyen elementos neuronales, hormonales, paracrinos y autocrinos ©2.

En las glandulas oxinticas del fundus y del cuerpo del estdmago también se
localizan las células parietales, las cuales secretan acido clorhidrico y factor

intrinseco, observaciones éstas realizadas por Golgi desde 1893 ©4.

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 colecistoquinina (CCK-8) para la gastrina
liberada por las células G piléricas y duodenales. La célula parietal también
tiene receptores en su membrana basolateral para los inhibidores de su

funcién: somatostatina y prostaglandinas .
Estimulantes, inhibidores y receptores de la célula parietal:

Los receptores Histaminico es el estimulante méas importante de la secrecion
acida. La histamina es liberada por las células enterocromafin-like (ECL),
interactuando con los receptores H-2 de histamina de la céiula parietal. Los
antagonistas de los receptores H-2 inhiben la secrecién acida gastrica al

bloquear a los receptores H-2 de la célula 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
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para liberar histamina y sobre las células D para suprimir la liberacién de
somatostatina a través de un péptido inhibidor. Estos tres mecanismos

favorecen la secrecién cida €7,

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 secrecion
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

(68,69)

La somatostatina es un inhibidor de la funcibn de la célula parietal.
Desempefia un papel importante en la modulacién de la liberacién de
gastrina. La estrecha relacién histoldgica de las células D Con las células G
sugiere que la somatostatina actia de una forma paracrina como un “freno”
endégeno de la liberacion de gastrina ™. Los iones de H de la luz géastrica
“activan” las células D para ayudar en la inhibicién mediante retroalimentacion
de la liberacién de gastrina por el acido. La acetilcolina, liberada por
estimulacién vagal “desactiva” las células D, potenciando asi la liberacion de
gastrina y proporcionando otra forma de favorecer la secrecién écida por parte

de la acetilcolina 9.
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Las prostaglandinas son secretadas practicamente todas las células
epiteliales y no epiteliales del estdmago. 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 la secrecion acida aproximadamente en la misma
proporcion que los antagonistas de los receptores H-2. Los agentes que
bloquean la sintesis de prostaglandinas enddégenas, como los farmacos

antiinflamatorios no esteroideos, aumentan la secrecion acida 7.

4.6.MECANISMO DE DEFENSA DE LA MUCOSA GASTRICA.

El concepto de barrera mucosa incluye mecanismos protectores que no
permiten la acumulacion de acido (H+) en las células epiteliales

gastroduodenales. La barrera mucosa comprende una fina capa adherente

formada por bicarbonato  (HCOs) disuelto y moco que neutraliza los H+ del
jugo gastrico ™.

El estbmago mantiene la integridad de su mucosa por diferentes mecanismos,

siendo los mismos: la produccion de mucus, la secrecién de bicarbonato
(HCOs), 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 érgano 7%,
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Las células epiteliales de la mucosa actGan como barrera de defensa por
medio de la secrecidon mucus y el bicarbonato (HCOs) Dicha secrecién 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 difusién de iones hidrogeno
(H+) es un proceso producido gracias a la 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 77,

La mucosa gastrica también puede sufrir dafio durante los procesos
digestivos como resultado del estrés que provoca el roce de los alimentos, la
hiperosmolaridad de la comida o después de la ingesta de drogas y quimicos
como aspirina y alcohol (Allen et al.1993). Ante tales antecedentes, parece
evidente que la mucosa gastrica posee eficientes mecanismos fisiolégicos de
proteccion 7.

La autoproteccion de la mucosa del estdbmago, resulta de la combinacion de
factores pre-epiteliales (flujo sanguineo, secrecion de mucus y bicarbonato)

con factores epiteliales (rapida regeneracion y reparacién del epitelio de la

mucosa) (Morimoto et al. 1991; Allen et al.1993).

4.6.1. 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
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constituyentes principales son grandes glicoproteinas, mucinas y
agua. En el estbmago se han identificado dos tipos distintos de
mucinas, la MUCSAC secretada por las células mucosas superficiales
y la MUCS6, secretada por las células del cuello, asi como las
siguientes mucinas transmembrana: MUC1, MUC4, MUC16, cuyo rol
parece estar ligado a sefalizacion de transduccién y fenémenos de
adhesién 980

De igual manera, el moco esta dispuesto en dos capas, una externa
aguada y ofra interna firmemente adherida al epitelio (su remocién lo
danaria). La primera se encarga de la unién con agentes nocivos y
nitritos y de la liberacidén constante de NO; ésta se mezcla con los
alimentos y se desprende ®". La segunda desempefia un papel mas
importante para la protecciéon de la mucosa del acido corrosivo, pues
mantiene un pH neutral (el del pH yuxtamucosal), retarda la difusion
retrograda de iones hidrogeno y mantiene el bicarbonato secretado por
el epitelio ®?. 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 la PGE2, mientras
s6lo la capa interna responde a la donaciéon luminal de NO; las

razones aun no han sido claramente esclarecidas ©¥.
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4.6.2. Secrecion de bicarbonato gastrico.

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

cubre las células epiteliales superficiales 4.

Varios procesos contribuyen a la produccidén de bicarbonato por parte
de las células epiteliales superficiales de la mucosa gastrointestinal. La
secrecion de bicarbonato requiere energia, posiblemente generada por
la hidrolisis de GTP a GMPc ®®  La anhidrasa carbénica y la
Nat+K+ATPasa parecen desempefar funciones importantes. El
proceso de secreciébn probablemente involucre un intercambio

electroneutro de cloro luminal por bicarbonato celular ©®.

El bicarbonato gastrico es estimulado .por algunos de los estimulantes
de la secrecion de &cido gastrico, pero no por todos ellos. La
simulacién de la alimentacion y los agentes colinérgicos ocasionan
una secrecion aumentada de bicarbonato que se puede inhibir con
atropina. Las prostaglandinas E2 también son estimulantes de la
secrecion de bicarbonato, pero no lo son la gastrina y la histamina
(87,88).

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

adrenérgicos y acetazolamida (Allen et al .1993).
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4.6.3. Flujo sanguineo en la mucosa gastrica.

Este flujo contribuye a satisfacer las necesidades metabdlicas
requeridas por los diferentes procesos secretores o de reparaciéon 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 tdpico. La disminucién del flujo origina el
mecanismo primario de la lesidn de la mucosa gastrica por algunos

agentes ulcerogénicos (%29,

El estudio del flujo sanguineo en la mucosa gastrica, ha mostrado que
muchas de las ulceraciones que se producen en ella, no son
provocadas por la alteracién de sustancias endogenas, como el acido
o la pepsina, sino por la capacidad de la mucosa gastrica de disipar la
sobrecarga de H+intramucosal ®". Es en esta condicién, donde se
nota la importancia del flujo sanguineo en la proteccién de la mucosa,
porque actla retirando el exceso de H+ intramucosal v,
probablemente, aumentando la entrega de bicarbonato ®2. El oxigeno
y nutrientes para el metabolismo, son muy importantes para prevenir
las Ulceras gastricas (Allen et al., 1993). También lo son las
prostaglandinas del tipo E2, agentes citoprotectores de la mucosa
gastrica, que actlian aumentando el flujo en la mucosa gastrica, en

respuesta a diversas condiciones ulcerogénicas 3.
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4.7.ULCERA PEPTICA.

Desde hace mas de un siglo la enfermedad ulcerosa péptica constituye una
causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

La tlcera péptica, o enfermedad ulcerosa péptica, es una lesiéon en forma de
herida mas o menos profunda, en la capa mas superficial (denominada
mucosa) que recubre el tubo digestivo. Cuando esta lesién se localiza en el
estdmago se denomina (lcera gastrica y cuando lo hace en la primera porcién
del intestino delgado se llama Ulcera duodenal. Es una enfermedad frecuente
que en Europa occidental afecta a aproximadamente el 5-10% de la poblacion

en alglin momento de sus vidas %%,

La ulcera solo se produce en los lugares expuestos al &cido y al efecto dafiino
de las enzimas que digieren las proteinas, especialmente la pepsina desde el
descubrimiento de que la infeccién por Helicobacter pylori causaba la 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 llcera 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

la Ciclo-oxigenasa I.

3. Enfermedad de Zollinger Ellison.

41



Mas del 90% de los enfermos con Ulcera duodenal y cerca del 80% de los
pacientes con Ulcera gastrica estan infectados por este germen y se curan si
se logra erradicarlo con antimicrobianos, por otro lado los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos o AINEs, al inhibir la enzima cicloxigenasa
producen disminucidn 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, es por ello
que mas del 99% de los casos pueden explicarse por estos dos factores. El
tercer factor 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 gastrico acido

lo que a su vez produce Ulceras mtiples 79899,

4.8. TERAPEUTICA DE LA ULCERA GASTRICA.

Los recursos farmacolégicos para tratar la Ulcera gastrica estan dirigidos a
reducir o inhibir la secrecién acida en el estbmago y a favorecer o promover
los mecanismos protectores de la mucosa gastrica, por ejemplo, aumentar la

secrecion de mucus, bicarbonato y flujo sanguineo (%9

4.8.1. Antiacidos
Los antiacidos gastricos son sustancias alcalinas, que neutralizan o
remueven el acido clorhidrico del contenido gastrico. Han sido de los
(101)

primeros farmacos utilizados en el tratamiento de la (lcera péptica

Son farmacos Utiles sobre todo para conseguir un alivio sintomatico
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4.8.2.

rapido. Su principal inconveniente es su accién corta (debido al rapido
vaciado gastrico y a la continua secrecién acida), requiriéndose una
dosificacién repetida a lo largo del dia. Por este motivo no se utilizan
como farmaco unico para la cicatrizacion de la Ulcera, sino para el
alivio rapido de la sintomatologia asociado a otra medicacion %2,

Dentro de ese grupo los mas utilizados son los alcalinos.

El bicarbonato sédico no se prescribe en la actualidad porque se
absorbe y puede provocar alcalosis y retencion de liquido por el aporte
de sodio. Otro de los antiacidos inicialmente utilizado fue el carbonato

célcico 199

Dentro de los alcalinos, es aconsejable utilizar aquellos que no se
reabsorban para evitar asi la aparicién de efectos indeseables. Estos
son el hidréxido de aluminio y el hidroxido de magnesio. E! hidréxido

de aluminio puede provocar estrefimiento, y el de magnesio diarrea

(104)

Antagonistas muscarinicos

Los agentes anticolinérgicos, como la atropina, fueron usados en el
pasado para bloquear el efecto directo de la acetilcolina sobre los
receptores muscarinicos de la célula parietal, reduciendo
aproximadamente, el 30%de la secrecién acida provocada por los
alimentos. Sin embargo no fueron tan efectivos como los anti-h2 y

presentaban un elevado indice de efectos secundarios, como
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4.8.3.

sequedad bucal y lacrimal, visién borrosa, arritmias cardiacas y

retencion urinaria (195:199),

Existen dos tipos de receptores muscarinicos: M1Y M2.

Los receptores M1 estan 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
tracto urinario y cerebelo, encontrandose ambos tipos de receptores
en las glandulas salivales y lacrimales. La pirenzepina es un
antagonista relativamente selectivo en la inhibicién de la secrecidon
acida al actuar sobre los receptores muscarinicos M1. Su efecto
selectivo M1 da lugar a que existan minimos efectos a nivel del flujo

salival y musculatura lisa urinaria es eliminado por via renaf (197+108),

Antagonistas de los receptores H2.

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 HCI
hasta un 88%) y la Ranitidina (cuatro a seis veces mas potente que la

cimetidina), nizatidina y rosatidina (1°119),
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4.8.4.

Actiian bloqueando los receptores H2 de las células parietales,
provocando una inhibicién de la secrecion acida, con lo cual se reduce
el volumen total de secrecién y las concentraciones de hidrogeniones,
acelerando la cicatrizaciéon de las Ulceras. 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

secrecion de histamina es més elevada (111112,

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

300mg /dia "3,
Citoprotectores.

La mucosa gastrica cuando esta expuesta a la acidez luminar, secreta
mucus y bicarbonato (HCOs), accion 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 (HCOs

) Yy mucus, aumentando también el flujo sanguineo de la mucosa del
estdbmago, lo que permite la disipacidén de carga. Estd demostrado que
las PGS protegen la mucosa gastrica contra varios agentes
ulcerogénicos, efecto que ha sido atribuido al fortalecimiento de la
barrera mucosa. Considerando esta accién de las PGS, y que la vida

media de estas moléculas es extremadamente corta, se han
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desarrollado analogos estructurales de metabolizacion mas lenta. La

droga de este tipo disponible actualmente es el Misoprostol (15!

4.8.5. Inhibidores de la H+-K+-ATPasa

La fase final de la secrecion acida es mediada por la enzima
H+K+ATPasa (también conocida como bomba de protones), situada
en la membrana secretoria de la célula parietal. La inhibiciéon de la
misma produce una potente inhibicion de la secrecién acida,
independientemente del estimulo. En este sentido, en los Ultimos afios
han aparecido varias drogas disponibles de esta nueva clase de
inhibidores de la secrecién acida gastrica: Omeprazol, [anzoprazol,

pantoprazol y el rabeprazol (119,

4.8.6. Tratamiento Antisecretor

Los antihistaminicos-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 roxatidina. Los IBP causan una
inhibicion irreversible de la bomba de protones de las células
parietales gastricas, reduciendo la secrecién gastrica de acido en mas
del 95%, méas intensamente que los anti-H2 7). Al primero de los IBP
disponibles, el Omeprazol, se han unido en los Ultimos afios el
pantoprazol, lanzoprazol, rabeprazol y el omeprazol. Basicamente

todos los IBP tienen la misma eficacia en el tratamiento de fa UP.
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Como se ha descrito anteriormente, cualquiera de ellos puede
utilizarse en las pautas de tratamiento erradicador de HP. El
pantoprazol parece dar lugar a menos interacciones farmacoldgicas

que los otros IBP (18,

Tras completar el tratamiento erradicador de HP, el IBP podria
suspenderse. No obstante, parece prudente en los pacientes con UD
complicada o con UG prolongar 2-4 semanas el tratamiento con el IBP
o incluso hasta confirmar la erradicacion de HP " En la UP
asociada al consumo de AINE, el tratamiento de elecciéon es un IBP
durante 6-8 semanas. Sélo 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
(120) Yna reciente revisién de la literatura sélo encontré evidencia de
que el uso de un IBP a largo plazo puede causar déficit de vitamina
B12, sin que se hayan demostrado otros efectos adversos

significativos (12",

Para complementar cualquier tratamiento farmacolégico es
imprescindible los consejos dietéticos (suspensién de alcohol y el
tabaco), supresion de los antiinflamatorios, erradicacién del H. pylori,

mejorando de esta manera los sintomas de algunos pacientes (12212,

47



V. MATERIALES Y METODOS
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5.1.MATERIALES:

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

Materiales biol6gicos
-36 ratones albinos machos cepa Balb-C de 25 + 1 g de peso

corporal.
-Planta entera seca de Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze
“sayqa muia’.

Material de vidrio:
-Beaker de 50, 100, 250, 500mL

-Pipetas volumétricas AS de 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.

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.

-Metanol (Fisher®)

-Etanol (Fisher®)
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-Cloroformo (Merck®)

-Silicagel G60 (Merck®)

-2, 2-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (Sigma®)
-Acido tiobarbittrico (ATB) (Sigma ®)
~Tricloruro Férrico ( JT Baker ®)

-Acido sulfanilico (Merck)
-N-1-Nattiletilendiamina 0,1% (Sigma ®)
-Formol 40% (Diquimsa®)

5.1.4. Medicamentos:
-Indometacina

-Ranitidina

5.1.5. Equipos:
-Rotaevaporador (Biichi ®)

-Estufa (Memmert®)

-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 (LaboMed®)

-Cepo para ratas

-Sonda de administracién orogastrica

-Microscopio 6ptico (Nikon®)

-Equipo de diseccidn
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5.2.METODOLOGIA ANALITICA:

§.2.1. Estudio fitoquimico:
§.2.1.1. Recoleccion, Seleccion, secado y conservacion de la
muestra en estudio.
Clinopodium bolivianum (Benth.) Kunfze “sayga mufia”.La planta
entera se recolectd en el distrito de Paico a una altitud de 3117
msnm, provincia Sucre departamento de Ayacucho-Pert, en la
temporada de enero-abril en el 2013 a una temperatura de 19 °C.
Parte de la muestra fue enviada al Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, paré su clasificacion
taxonémica.
Posteriormente la planta entera fueron seleccionadas, separando
manualmente las hojas deterioradas, manchadas y con sefiales de
ataque por insectos y/o hongos; luego fueron sometidas a
sequedad sin exposicion a los rayos solares, extendiendo las
planta entera en capas finas, en una superficie limpia por un
periodo de 15 dias a mas dias, obteniéndose aproximadamente

1kg de muestra vegetal.

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

Lima- Peru.
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5.2.1.3. Obtencion del extracto etanélico

El extracto etandlico se obtuvo por el método de maceracion, que
consistio. en extraer los metabolitos de la planta entera 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 procedié a evaporar el solvente hasta sequedad

~ completa del extracto con ayuda de un rotaevaporador a 40°C.

5.2.1.4. Screening Fitoquimico segtin Lock de Ugaz, 199424,

Se procedié a hacer las reacciones de identificacion o coloracion
para cada tipo de metabolito secundario presente, con los
reactivos especificos; en los resultados se indicara la presencia o
ausencia del metabolito.
> Deteccién de grupos funcionales y metabolitos secundarios
DETECCION DE AMINOACIDOS:
e Reaccion de Ninhidrina.-
A una solucién acuosa de la muestra se le 5 gotas del reactivo
(Hidrato de tricetohidrindeno), si se observé que la muesfra se
torné de un color violaceo o amarillo confirmara la presencia
del metabolito.
DETECCION DE TANINOS:
e Reaccién dé Gelatina.-
A una solucién acuosa de la muestra se le afiadi6 5 gotas de

solucién de gelatina (1 %) que contiene ademas NaCl (10 %).
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Si se observa una sustancia en forma de nube en la solucién y
luego queda en el fondo un precipitado color blanco,
confirmaria la presencia de taninos.

DETECCION DE COMPUESTOS FENOLICOS:

Reaccién de Cloruro Férrico.-

A una solucion etandlica de la muestra se le afiadido 5 gotas
del reactivo cloruro férrico (FeCl3), instantaneamente Ila
solucién debera tomar un color verde oscuro, azul o violeta, lo
que indicara la presencia de compuestos fenélicos.
DETECCION DE ALCALOIDES:

Reaccion de Dragendorff.-

A una soluciéon etandlica de la muestra se afadié 5 gotas del
reactivo de Dragendorff (yoduro de bismuto y potasio), si se
observd la aparicibn de un precipitado que fue del color
naranja al rojo confirmaria la presencia de alcaloides.

Reaccién de Mayer.-

A una solucién etanodlica de la muestra se afiadi6 5 gotas del
reactivo (yoduro de mercurio y potasio), si se observd Ia
aparicién de un precipitado blanco, confirmaria la presencia de
alcaloides.

Reaccion de Hager.-

A una solucién etandlica de la muestra se le afiadié6 5 gotas

del reactivo de Hager (solucién de acido picrico), si se observo
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la formacién de un precipitado amarillo, confirmara la presencia
de alcaloides.

DETECCION DE FLAVONOIDES:

Reaccion de Shinoda.-

A una solucién etanodlica de la muestra se le afadié granillos
de magnesio y 3 gotas de acido clorhidrico concentrado. Si se
observé un intenso burbujeo y una coloraciéon naranja o rojo,
luego de 10 minutos indicara presencia de flavonoides.
DETECCION DE QUINONAS:

Reaccion de Borntrager.-

A una solucién etandlica se le adicioné gotas del reactivo de
Borntrager (solucién de KOH al 5 %). La aparicion de una
coloracién rojiza indica la presencia de este metabolito.
DETECCION DE TRITERPENOIDES Y/O ESTEROIDES:
Reaccion de Lieberman- Burchard.-

A una solucion etandlica de la muestra se le adicioné el
reactivo de Lieberman-Burchard (1 mL de anhidrido acético, 1
mL de cloroformo o diclorometano y se afiade una gota de
acido sulfirico concentrado.)

Si se observo Ia‘ formacion de colores azul, verde, rojo,
anaranjado, que cambian cén el tiempo confirmara la

presencia del metabolito.
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DETECCION DE SAPONINAS
o Reaccion de la espuma.-
A una solucién acuosa de la muestra, se le sometié agitacion
vigorosa durante 30 segundos. La formacion de espuma
confirmara la presencia de saponinas.
5.2.2. Determinaciéon de compuestos fenédlicos

5.2.2.1. Método Folin-Ciocalteu (IFC) descrito por Garcia et
al. (2012)1"%%:

Los fenoles totales se determinan mediante el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu usando el acido galico

como material de referencia.

Se preparé una disoluciéon patron de acido galico de 0,1 g/L, para
lo cual se pesaron 10 mg de acido galico, se colocaron en un
matraz aforado de 10 mL y se llevaron a volumen con agua
destilada, enseguida se prepard una dilucion 1:10 con agua

destilada (siempre se utiliza una solucién recién preparada).

De la misma manera se prepar0 una disolucién de carbonato de
sodio al 20 % pesando 2 g de carbonato de sodio en un matraz

aforado de 10 mL..

Por otro lado se preparé una disoluciéon 1N del reactivo de Folin-
Ciocalteu, por medio de una dilucién 1:2 del reactivo comercial
(2N) en agua destilada; el reactivo se protegi6 de la luz y se colocé

en refrigeracién hasta su uso.
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A partir de la disolucion patrén de acido galico, en viales protegidos
de la luz, se hicieron las diluciones necesarias con agua destilada
para obtener concentraciones de tug/ml, 3ug/ml, 5ug/ml, 7.5ug/ml
para la preparacién de la curva de calibracion. Esto se realizo
tomando respectivamente 100 pL, 300 pjl, 500 ul, 750 ul
adicionando agua destilada llegando a una concentracién de 10, 30,
50 ,75 de la disolucion patron de &acido galico de 0,1 g/L,
posteriormente se coge 100 pl de cada concentracién y se vierte a
sus respectivos tubos de ensayo y se vierte a sus respectivos a
cada tubo de ensayo se le agrega +150 ul del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1N, se agitd durante 5 min en el ultrasonido,
posteriormente se adicionaron 150 uL de la disolucién de carbonato
de sodio al 20 % a cada tubo de ensayo, se llevd a un volumen final
de 1 ml con agua destilada y se dejé repbsar por 1 h. de igual
manera se preparé para la muestra en problema. Finalmente se
leyo la absorbancia a 760 nm en el espectrodmetro de ultravioleta-

visible (Perkin Eimer Lambda 40).

5.2.3. Evaluacién de la actividad antioxidante
5.2.3.1. Método de inhibicion frente al radical libre 2,2-Difenil-
1-picrilhidraizil (DPPH) seguin (Brand-Williams et al, 1995) con

modificaciones (2%,

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

Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Dicho
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radical tiene un electrén desapareado y presenta un color violeta el

cual cambia a amarillo pélido en presencia de una sustancia

antioxidante, se midié ésta reaccién en un espectrofotémetro.

Preparacion de las soluciones:

Preparacién del radical DPPH: Se prepar una solucién a 0,1
mM de DPPH, pesando 3,9 mg de DPPH en un matraz aforado
previamente tarado y se disolvid en 100 mL de etanol, la
solucion se colocd en un sonicador para asegurar la buena
disolucién y luego comprobar que a una absorbancia a 517 nm
esté ente 0,9 y 1,1. El matraz se cubrié con papel de aluminio
para la proteccién frente a la luz.

Preparacion del Trolox: Se preparé una soluciéon stock 1 miM
disolviendo 2,03 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2- carboxilico 97% (Trolox), en 10 mL de etanol, luego se
prepararon diluciones con rangos de concentracioén entre 0,1 ug,
0,5 ug y 1ug, con el fin de realizar la curva de calibracién. Como
blanco de calibracién del equipo se empled etanol.

Preparacion de la vitamina C: Se preparé una solucién stock 1
Mm disolviendo 2 mg de vitamina C, en 10 ml de etanol, luego
se prepararon diluciones con rangos de concentracioén entre 0,1

Mg, 0,5 ug y 1ug, con el fin de realizar la curva de calibracién.
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Preparacion de la curva de calibracién:

Preparada la solucién madre de la muestra problema, se
prepard concentraciones de 0,1 pg /ml, 0,5 ug /ml, 1 ug /mi.

e Para la preparacién de 0,1 pg: se coge 5ul de la solucién madre +
995 ul de etanol, para completar 1ml, posteriormente de esta
disolucién se coge 100 ul y se completa con la preparacién del
DPPH hasta 1 ml, dejando reposar por 60 minutos, para después
realizar la lectura en un espectrofotémetro UVNIS a 517 nm.

o Para la preparaciéon de 0,5 y 1 pg: se prepara de igual manera
hasta completar 1 ml, para después leer la lectura.

Los resultados fueron expresados como la capacidad antioxidante

equivalente en mM de Trolox y vitamina C.

5.2.4. Evaluacién del efecto gastroprotector. Segiin O’Brien'?,
Se utilizd 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 experimentacion, a una temperatura de 21 °C, con

dieta y agua a libertad.

5.2.4.1. Método experimental.

Se dividio 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

redisolvié las sustancias problemas (solucién de polisorbato 80 al
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3%, a la dosis de 10 mL/kg). El grupo 2 o grupo indometacina 120
mg/kg (control positivo), como agente ulcerogénico, se prepard una
suspensién de indometacina con polisorbato 80 al 3%, para la
administracion se tuvo en cuenta agitar constantemente el volumen
que contenian los miligramos necesarios segin la dosis
determinada, y la aplicacion fue inmediata. Los grupos del 3 al 5
recibieron, ademas de indometacina (IND), las sustancias en
investigacién, segun se detallan a continuacién: los grupos del 3 al
5 recibi6 IND + el extracto etandlico de Clinopodium bolivianum
(50, 150 y 300 mg/kg, respectivamente. El extracto etandlico se
reconstituyd con polisorbato 80 solucion al 3%. Para la
administracion se empleé una sonda metalica de acero inoxidable,
se administré 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 repitié a las doce horas. Luego de seis horas de la Ultima
administracién los animales fueron sacrificados,
administrandoseles por via intraperitoneal pentobarbital 100 mg/kg.
Mediante laparotomia se extrajo el estbmago, que fue abierto por
la curvatura mayor y se observd la presencia de las lesiones. La
actividad gastroprotectora se evalub considerando estos
indicadores: la inflamacion, las bandas hemorragicas, el nimero de
Ulceras, la presencia de hiperemia y erosiones. Los estémagos

fueron conservados en una solucion de formaldehido tamponado:
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5.2.5.

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.

Determinacién de la dosis letal 50 (DL50) /1?2,

El extracto etandlico de Clinopodium bolivianum fue 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 Bioquimica. La
alimentacién consistié en ratoniha peletizada y agua ad libitum.
Los animales fueron observados constantemente durante las
primeras 24 h, continuando la misma diariamente durante un
periodo de 15 dias, registrando cualquier sintoma toxico que
pueda presentarse.

Tabla 1. Disefio experimental para toxicidad oral aguda en

ratones.
Nro. Tratamiento Dosis Muestra
(mg/Kg) (n)
1 Tween 80 10 mL/Kg 6
1 Clinopodium 2000 6

bolivianum
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5.2.6. Analisis estadistico.

Luego de la ejecucion del disefio experimental, los datos fueron
ordenados y analizados, aplicando primero la prueba de
normalidad, para seleccionar las pruebas de hipétesis estadisticas
adecuadas.

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

19.0
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VL. RESULTADOS
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6.1. ESTUDIO FITOQUIMICO
6.1.1. Clasificacion taxonémica.
Como resultado de la Clasificacién Taxonémica segtn la Clasificacion de
Cronquist (1981).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Clenopodium
ESPECIE: Clinopodium bolivianum (Benth.) kuntze

Nombre vulgar: “sayga muia”.

6.1.2. Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco de la
obtencion del extracto etandlico
El porcentaje de rendimiento del extracto etandlico seco (%EES) fue de

1,4%. Este resultado fue obtenido con la siguiente expresion:

Peso final del extracto seco

%EES= X100
Peso inicial de la muestra seca

14 g
%EES= X 100
1000 g

%EES= 1,4%
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6.2. ANALISIS FITOQUIMICO

ETANOLICO

/

CUALITATIVO

DEL EXTRACTO

Los resultados del andlisis fitoquimico cualitativo se observa en la tabla

2,

Tabla 2. Prueba preliminar cualitativa de los metabolitos secundarios del

extracto etanélico de Clinopodium bolivianum.
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6.3. CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES PRESENTES EN EL
EXTRACTO ETANOLICO DE Clinopodium bolivianum.

FIGURA 6: El extracto etandlico de Clinopodium bolivianum “sayqa mufia”
se expresan en mg equivalentes al acido galico (MgEAG/q)
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3
< 0.000 i) T T T T T 11 T
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Figura 6. Curva de calibracion del 4cido gélico

Tabla 3. Cuantificacion de polifenoles totales del extracto etandlico
de Clinopodium bolivianum.

Extracto etandlico de

92,12 0,43
Clinopodium bolivianum

D.E.: desviacién estandar, mgEAG/g = miligramos equivalente a Acido galico

por gramo de extracto.

Los polifenoles totales se determind a 760 nm y los resultados fueron
expresado en g de acido galico/100g. Muestra seca. Se muestra los
resultados de la cuantificacion de polifenoles totales, la cual se indica
que se alcanz6 una alto contenido de polifenoles siendo este de 92,12

EAG/100g de muestra seca de Clinopodium bolivianum.
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6.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DEL

EXTRACTO ETANOLICO DE Clinopodium bolivianum “sayqa muiia”.

El extracto etandlico de Clinopodium bolivianum “sayga mufia’ se

determiné mediante el ensayo de captacion del radical DPPH segin

Brand y Williams.
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0,5 ug/mL 1 ug/mL
% Clinopodium bolivianum 6.49 16.19 18.57
# Vitamina C 7.54 13.45 27.53
TROLOX 21.57 40.72 66.93

Figura 7. Comparacion de la actividad antioxidante de Clinopodium bolivianum

“sayqga muna”, Trolox y Vitamina C a diferentes concentraciones.

En esta figura se compara el porcentaje de reduccién del radical DPPH

de las diferentes muestras como el Clinopodium bolivianum (muestra en

problema), vitamina C y el Trolox, a una concentracién de 0,1; 0,5; 1

ug/mL. Teniendo el Trolox mayor porcentaje de inhibicién, y tanto la

vitamina C como el Clinopodium bolivianum similar resultado de

inhibicion del radical.
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6.5. EVALUACION DEL EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Clinopodium bolivianum “sayqa muna” SOBRE
LESIONES GASTRICAS INDUCIDAS EN RATONES.

Tabla 4. Evaluacion de la inflamacién en el estbmago de ratén en un modelo
experimental de dlcera gastrica inducida por indometacina.

Grupo experimental * Dosis Inflamacién
(me/Kg) x+DE Med pl p2
) Contyol negativo = 0,17%0,17 0 . o,005 e

| - .Controlpositivo’. = - . ~ 167%0,33 - 15 % - . = . 0005 |

IND +sayqa muia 50 0,83+0,17 1 0,045 0,027
[ IND+saygamufita. - " 150 -, 0,33%0,21* 0 ;. - 0,011 - “'0,523 |

IND +sayqa muiia 300 0,17 +0,17 0 0,005 1
B . '50; 4...0,33% 0,217 0 0,011 ;- . . 0,523 |

* Los datos de ninguno de los extractos prwenté distribucién normal (p<0 05, Kolmogorov-Slmnmov) X medna DE:
desviacion estandar; M.«: mediana; IND: indometacina, pi: comparacion entre las medianas de las dosis del extracto y de
la indometacina 80 mg/kg, (Prueba de Mann-Whitney); pz: comparacion entre las medianas de las dosis del extracto y de!
suero fisiolégico, (Prueba de Mann-Whitney)

Tabla 5. Evaluacion de bandas hemorragicas en el estbmago de ratén en un
modelo experimental de (lcera gastrica inducida por indometacina.

) i Bandas hemorrdgicas
Grupo experimental * Dosis T DE ied 1 5
(mg/kg)  ** € P P
Control negatlvo - 0,17+0,17 0 0,003 -
{.. . Controlpositivo, ~. = < . "~ 233+042 < . 2.0 - a0 ¢ 0,003 !}
IND +saya muiia 50 1,67 £0,21 2 0,207 0,004
{5 IND# sayqamuia’ U 150 - - 0,830,481 - 05" 5. 0,080 - 0,211 |
IND +saya muna 300 0,33%0,21 0 0,005 0,523
[ .- IND#ranitidina: .. 5 50 . ::0,33%¥0,21. ..~ 0. . 0005 . 0523 |

*los datos de ninguno de los extractos presenté dlstrlbucnén normal (p<0,05, Kolmogorov Simlrnov) X: media; DE: desvnacnén &sténdar, Mea:
mediana; IND: indometacina, p1: comparacién entre las medianas de las dosis del extracto y de la indometacina 80 mg/kg, (Prueba de Mann-
Whitney); pz: comparacion entre las medianas de las dosis del extracto y del suero fisioldgico, (Prueba de Mann-Whitney}

Tabla 6. Evaluacion de tlcera gastrica en el estémago de ratén en un modelo
experimental de ulcera gastrica inducida por indometacina.

Grupo ., Ulcera géstrica
experimental * Dosis x + DE Med pl p2
(mg/Kg)
Control negativo - 0,17+0,17 0 0,004 -
[ Control'positivo .« =~ .. - 3504106 . 25 e . 0,004
IND + sayga mufi 50 2,83+0,80 2,5 0,684 0,004
. IND + sayqa.mufi; - 450 b i1 AP E 0,545, o e L e 050,084 5 o 0,152 )
IND + sayga muii 300 0,50 + 0,34 0 0,011 0,461

“IND +ranitidina:’ - . -50 - - 0,83*041- - - 05 . 0,026 . 6,180 |
¢ Los datos de ninguno de los extractos presento dlstnbucmn normal (p<0,05, Kolmogorov Slmnrnov) X medla, DE: desviacion estandar; Med
mediana; IND: indometacina, p:i comparacién entre las medianas de las dosis del extracto y de la indometacina 80 mg/kg, (Prueba de Mann-
Whitney); p2: comparacién entre las medianas de las dosis del extracto y del suero fisiolégico, (Prueba de Mann-Whitney)
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Media Inflamacion

Media Bandas Hemorragicas

=

2
1 : B B !
Controf Negativo Control positivo IND + C_ IND + C. IND + C, IND + Ranitidina
bolivianum 50 bolivianum 150  bolivianum 300 100 mgiig
mgXXg mgi<g mgiig
Tratamiento
Barras de error: 95% IC
Figura 8: Valores medios de inflamacion en el experimento
de induccidn de ulcera Gastrica.
4
3]
2 l T
17 —_— —_—
o Y—"?—'—'] . + .‘ a : % 1 »j» & LY l ! " ! [
Cortrol Hegativa  Control positivo bollivigr:ug‘so boﬁg\ilgn;n?:lso bolitlbil:?rw;\?:ioo INE;SD n?g',‘ﬁ'(%na
mg/XXg mga<g mgig
Tratamiento

Barras de error: 95% IC

Figura 9: Valores medio de las Bandas hemorragicas en el
experimento de induccion de udlcera Gastrica.
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.

Media Uleera gastrica

&
[}

i1

Control Negativo Control postitive IND l+ C. IND + C. IND+ C. IND + Ranttidina
bolivianum S0 bolivisnum 150  bolivianum 300 100 mgiKg
mgntg mgiKg mgiKg
Tratamiento
Barras de error: 95% IC
Figura 10: Valores medios de las tlceras hemorragicas en el

experimento de induccién de ulcera Gastrica.

69




6.6. EVALUACION ANATOMOPATOLOGICA DEL ESTOMAGO DE
RATONES INDUCIDAS CON ULCERA GASTRICA.

Control SSF + tween 80: Estémago normal. 400X

Figura 11: Corte histolégico del estomago de ratones del grupo control.

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

400X.
Figura 12: Corte histoldgico del estémago de ratones del grupo positivo:
Indometacina y etanol.
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| + Ranitidina: Hipertrofia, luz con detritus, sin gastritis erosiva. 400X.

Figura13:  Corte histoldgico del estémago de ratones del grupo estandar:
ranitidina.

W AR

| + sayqa mufia 50 mg/kg: Infiltracién de células inflamatorias de apex en la
base. 400X.

Figura 14: Corte histolégico del estomago de ratones del extracto:
sayga mufia 50 mg/kg.
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| + sayga mufa 150 mg/kg: Discreta descamacion superficial, edema de
células principales, infiltracion de mononucleares en el tercio inferior. 400X

Figura 15:  Corte histolégico del estomago de ratones del extracto:
sayga muiia 150 mg/kg.

| + sayga mufia 300 mg/kg: Empastamiento de apices glandulares,
engrosamiento de las células principales de las paredes. 400X.

Figura 16: Corte histologico del estémago de ratones del extracto:
sayqa muiia 300 mg/kg.
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6.7. Ensayo de toxicidad oral aguda a dosis unica del extracto
etanélico de Clinopodium bolivianum en ratones albinos Balb/C en
15 dias.

40

35

30

25

20

Peso (g)

15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
N2 de dias

==g==Extracto etandlico Clinopodium bolivianum2000 mg/kg = =Tween 80

Figura 17. Ensayo de toxicidad a dosis Gnica durante 14 dias de

evaluacion del extracto etandlico de Clinopodium bolivianum.
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VII.

DISCUSION



El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivos evaluar el efecto
gastroprotector del extracto etandlico Clinopodium bolivianum (Benth.)
Kuntze “sayqa muiia” sobre lesiones ulcerosas. Es necesario mencionar que
el aporte cientifico que se ha obtenido como resultado del presente estudio
dara a la poblacién mayor seguridad en el uso de esta especie vegetal como
medicina tradicional o folklorica y asi mismo queda abierta la posibilidad para
la industria de .Ias plantas medicinales de establecer su composicidn quimica

y elaborar una presentacién farmacéutica que garantice su uso terapéutico.

El estudio fitoquimico del extracto etanélico de toda la planta determiné que
posee metabolitos como alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos y
taninos que se muestran en la tabla n°2.

En nuestro trabajo al igual que su uso popular, no se podria precisar si estos
principios activos estan en mayor porcentaje en alguna parte especifica de la

planta dado que se utiliza toda la especie '??).

El contenido de polifenoles presentes en el extracto etandlico Clinopodium
bolivianum fue de 92,12mg de acido galico/g para la muestra, en el resultado
obtenido se observa una clara relacion entre el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante.

El dafio oxidativo es considerado por diferentes modelos experimentales y
clinicos como un factor comun en la patogénesis de la Glcera dando lugar al
cancer gastrico *%. Los agentes antioxidantes al atrapar los radicales libres
previenen la formacion de la lesion ulcerogénica causada por estimulos

estresantes, previniendo complicaciones mayores como el cancer.
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Se da una inflamacion cuando hay liberacion de diversos productos
secretores contenidos en los granulocitos, que incluyen diversas proteasas,
como las catepsinas, elastasas y colagenasas '*"). A todo ello se sumaria Ia
liberacion de numerosos mediadores proinflamatorios (IL-1, la IL-6, |
prostaglandinas y los leucotrienos), que atraerian a mas células
proinflamatorias a la zona lesionada, lo que ahondaria mas el dafio tisular.
La produccion de especies reactivas de oxigenos (ROS) incrementadas por
el proceso inflamatorio debe ser neutralizada para no causar mas dafio
tisular.

La presencia de metabolitos secundarios con propiedad antioxidante en el
extracto actuaria como atrapador de radicales libres; entre ellos tenemos a la
quercetina y caenferol presentes en Clinopodium bolivianum; podemos
suponer que dichas sustancias pueden atenuar el efecto nocivo que acarrea
todo proceso inflamatorio sobre el tejido (132 133)

En la investigacion realizada en la evaluacion de la actividad antioxidante de
extracto etandlico de sayqa mufia como se indica en la figura 2, posee una
actividad antioxidante muy buena y esto se atribuye principalmente el
contenido de compuestos fendlicos. Al realizar la prueba de la inhibicion del
radical DPPH de la muestra problema teniendo como parametro también el
Trolox y la vitamina C, mostro tener mayor capacidad de atrapar los
radicales libres.

Para evaluar la actividad gastroprotectora del extracto etandlico Clinopodium
bolivianum en diferentes dosis se utilizé indometacina para producir lesiones

ulcerosas gastricas y de esta manera determinar el efecto del extracto.
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Segun el tratamiento resumido en la tabla 3, para determinar la inflamacién
se observo que en el En el P1 se observa diferencia signiﬁcativé de todas
las dosis incluyendo la del control (ranitidina) en comparacion con la
indometacina. En el P2 no hay inflamacién (p>0.05), en la dosis del
extracto de 150, 300 y la ranitidina en comparacion con el control negativo,
pero si hay inflamacién en la dosis de 50 mg/kg del extracto.

En la tabla 4, en cuanto a las bandas hemorragicas en el p1 se observa
diferencia significativa (p< 0.05), de todas las dosis administradas en
comparacion con el control positivo. En el p2 no hay diferencia significativa
en la dosis de 300 mg/kg del extracto y la ranitidina en comparacién con el
control negativo, pero si hay diferencia significativa en la dosis de 50 y 150
mg/kg.

En la tabla 5, para evaluar las Ulceras gastricas se observa que existe una
diferencia significativa (p< 0.05), en cada uno del grupo tratado en
comparacioén con el control positivo y no hay diferencia significativa de todas
las dosis que fueron comparados con el control negativo.

La actividad gastroprotectora del extracto Clinopodium bolivianum, es
gracias a que en su composicion contiene los flavonoides como el canferol y
la quercetina , demostrando que el canferol aumenta la liberacion de
prostaglandinas inhibiendo la éecrecién de acido gastrico mediante el
receptor PGE-2 unido a una proteina G inhibidora de la célula parietal,
estimulando la secrecion de bicarbonato, provocando reduccién de la
exfoliacion celular e incremento del flujo sanguineo mucosal y protegiendo la

barrera de la mucosa gastrica 134,
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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
(135,136)_

Esto acelera la curacién de las Ulceras gastricas. Anteriormente, nuestro
grupo también ha informado la actividad gastroprotectora del extracto
etandlico de la planta entera de Clinopodium bolivianum contra la ulceracion
del estébmago inducida por indometacina. Estos resultados, tomados juntos
con la no toxicidad del extracto indican su potencial como una droga
antiulcerogénica para otras investigaciones. La comparacién de su eficacia

con la ranitidina llevd a confirmar los resultados.

Una limitacion fue que por razones econémicas no se pudo tener mayor
cantidad de animales para probar un mayor nimero de dosis de los
extractos utilizados.

Por todo lo antes mencionado, el presente trabajo de investigacion se ha
realizado siguiendo un modelo de evaluacién farmacolégica para plantas de

accién antiulcerosa, aportando un mayor conocimiento cientifico de su efecto

gastroprotector.
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viil. CONCLUSIONES
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. Como resultado del Screening Fitoquimico realizado al extracto etandlico
Clinopodium bolivianum (Benth.)Kuntze “sayqa mufia” hemos determinado
la presencia de los siguientes grupos de metabolitos secundarios:
flavonoides, grupos aminos libres, taninos, alcaloides, quinonas,

compuesto fendlicos, triterpenos y saponinas.

. El contenido de fenoles totales del exiracto etandlico de Clinopodium

bolivianum determinado fue de 92,12 mg de &cido galico/g de extracto.

. Se logré determinar la actividad antioxidante en el extracto etandlico de
Clinopodium bolivianum comparandolo con la vitamina ¢ y el Trolox,
teniendo una mayor similitud con la vitamina C, semejandose en el
porcentaje de reduccién del radical tanto en las concentraciones de
(0,1ug/mi), (0,5ug/ml), (1ug/ml), teniendo el Trolox mayor poder
antioxidante en sus tres concentraciones en comparacién con el extracto

en problema y la vitamina C.

. Se determiné la toxicidad oral aguda en dosis repetida durante 14 dias del
extracto etanodlico de Clinopodium bolivianum en ratones, administrandole
una dosis maxima de hasta 2 000 mg/kg en los ratones tratados, llegando
a la conclusibn que todos los ratones tratados a estas dosis no

presentaron ninglin efecto téxico.

. En la evaluacion del efecto gastroprotector la dosis de mayor efecto fue
con la de 300 mg/kg no presentando inflamacién, bandas hemorragicas y

Ulceras gastricas significativas, teniendo como referencia a la ranitidina.
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6. Mediante estudios anatomopatoldgicos el estébmago de los ratones del
grupo normal y la inducidas con lesiones ulcerosas, se observan que los
tratados con el control positivo (etanol+ indometacina) se evidencié
gastritis y no hubo presencia de Ulceras en los estdbmagos de los ratones
tratados con suero fisiolégicos, al igual a los que fueron tratados con
ranitidina no se observa gastritis erosivas, los que fueron tratados con la
dosis de 300 mg/Kg del extracto se observa que hay un engrosamiento de
las células principales, protegiendo las paredes gastricas y de esta manera

evitando que se produzcan ulceraciones.
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IX. RECOMENDACIONES
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Se recomienda continuar con la investigadién en la elaboracién de algun
tipo de fitomedicamento, considerando la disminucién en tiempo de
elaboracion y la facilidad de administracion.

Aislar y elucidar los compuestos del extracto etandlico Clinopodium
bolivianum “sayga mufa’ para determinar los posibles metabolitos
responsables de la actividad antioxidante y gastroprotector.

Realizar los analisis de espectrometria de masa y resonancia magnética
nuclear para la identificaciéon completa de los derivados de los compuestos
fendlicos detectados en la presente investigacion.

Evaluar la aplicacién de la sayga mufia como agente antioxidante y/o

preservante natural en diversos sistemas alimenticios.
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Clasificacion taxonémica de “sayqa muia”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL _

desefy /o
e

Musco de
Histoua
Natoral
CEENETNN

SMudiandS

“"Afio de la Promocion de la Industria Resp ble y def Compromiso Climético™

CONSTANCIA N°04-USM-2014

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (Planta completa), recibida de Fanny Iris VENTURA
GUTIERREZ; ha sido estudiada vy clasificada como: Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze; y tiene la siguiente posicién taxondmica, segun
el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Clenopodium
ESPECIE: Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze

Nombre vulgar: “Kita Mufia”, “Sayga Mufia”.
Determinado por: Dra. Haydeé Montoya (José Campos).

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para
fines de estudios.

Fecha, 09 de enero de 2014

5EE flo| TOW )
h16-SAN MARCOS (USMY
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Ayacucho-distrito Paico .Ubicacién en los campos de la especie: Clinopodium
bolivianum.
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Obtencidn del extracto etandlico de Clinopodium bolivianum.

Limpieza y secado de la planta
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Filtrado
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Actividad antioxidante por el método de DPPH

Medir la
absorbancia del
DPPH (Abs
inicial)

Anadir una de las
diluciones del
extracto etanodlico.

Medir la absorbancia
después de 30
minutos (Abs final)
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Determinacién de compuestos fenélicos

Preparacién del
ac. Galico

Preparacioén del
carbonato de
sodio 20%

Lectura
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Evaluacion de la actividad gastroprotector.

Administracién de las
diferentes dosis del extracto.

Sacrificio y extraccién del

estémago, para observar

presencia o no del dafio
gastrico.

Extension del estdmago de
los animales de
experimentacion.
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Estomago del animal de
experimentacion
administrado con

suero fisiologico.

Estomago del animal de
experimentacion
administrado con

etanol+indometacina

Estomago del animal de
experimentacién administrado
con

Extracto a una dosis 50 mg/kg

Estomago del animal de
experimentacion administrado
con

Extracto a una dosis 150 mg/kg

Estomago del animal
de experimentacion
administrado con

Extracto a una dosis
300 mg/kg

Estomago del animal
de experimentacion
administrado con

Ranitidina
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