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RESUMEN

La medicina tradicional peruana ha utilizado extractos de plantas desde tiempos
remotos en el tratamiento de dolencias gastrointestinales. Sobre esta base,
investigaciones recientes han reportado compuestos de origen vegetal con
reconocida capacidad citoprotectora como los flavonoides. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la actividad gastroprotectora y antisecretora de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”
en “cobayos”. Se llevd a cabo en los laboratorios de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, Ayacucho. El disefio experimental fue con postprueba Unicamente y
grupo control, donde se agruparon, de manera aleatoria, siete grupos de ocho
animales cada uno: grupo blanco, grupo control, dos grupos tratados con
omeprazol y sucralfato, y tres grupos que recibieron, respectivamente, dosis de
0,5 mg/kg; 1,0 mg/kg y 2,0 mg/kg de compuestos fendlicos de hojas de Juglans
neotropica Diels recolectadas en la ciudad de Ayacucho. El modelo experimental
in vivo fue Ulcera géastrica aguda inducida por etanol 96%. La dosis con mayor
actividad gastroprotectora fue al 2,0 mg/kg, con un porcentaje de inhibicién de
96,8% e indice de ulceracién media de 0,3, segun la escala de Marhuenda
estadisticamente diferente, siendo el valor de p = 0,000 (p<0,05) del grupo
control que mostré un indice de ulceraciébn medio de 7,8, concordante con los
analisis histopatoldgicos, donde, sélo se aprecié discreto edema. No se aprecio
actividad antisecretora, siendo el valor de p = 0,960 (p>0,05) con respecto al
grupo control, siendo estadisticamente similar.

Se concluye que los compuestos fendlicos de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal” Unicamente tienen actividad gastroprotectora.

Palabras clave: actividad gastroprotectora y antisecretora, compuestos
fendlicos, Juglans neotropica Diels “nogal’.

XV






l. INTRODUCCION

La formacion académica y cientifica del quimico farmacéutico en la universidad
tiene un compromiso especial y directo con el desarrollo de nuestro pais,
principalmente en temas de salud.

Durante nuestra formacién universitaria hemos comprendido que es posible
resolver los problemas de salud integrando la medicina tradicional a la medicina
cientifica convencional, pero antes es necesario demostrar objetivamente la
validez de aguella mediante estudios experimentales y clinicos. Este es el
trasfondo principal de este trabajo.

Nos hemos centrado en una de las patologias mas importantes del aparato
digestivo que constituye un problema médico-social de trascendencia econdémica
a escala mundial: la Ulcera péptica, de la cual se estima que casi el 20% de los
individuos pueden sufrir ulceraciones pépticas durante su vida, siendo
responsables varios factores tales como el estrés, dieta, tabaco, alcohol y cierto
tipo de drogas.' Para hacer frente a esta patologia la medicina tradicional sigue
utilizando extractos de plantas, experiencias que sirvieron de base para
investigaciones que han reportado que dichas plantas contienen compuestos
con reconocidas capacidades citoprotectoras como los flavonoides, que
muestran actividad frente a la Ulcera péptica, reduciendo el indice de ulceracién
y la intensidad del dafio de la mucosa, que pueden ser mediados por distintos
mecanismos (gastroprotector y antisecretor).?

El tratamiento de las patologias gastrointestinales a partir de especies vegetales
0 sus preparados, ademas de poder lograr una medicacion eficaz, tiene por
finalidad promover la conservacion y el manejo racional de los recursos, el
desarrollo socioeconémico y el mejoramiento de la calidad de vida de la
poblacion.®

Los aspectos antes mencionados representaron el punto de partida de este

trabajo de tesis; por lo que, de entre tantas especies vegetales que nos ofrece la



medicina tradicional para solucionar el problema en mencién, Juglans neotropica

Diels “nogal”’, una especie de amplio uso medicinal y cuyo contenido de

compuestos fendlicos esta reportado ampliamente, fue objeto de investigacion.

El presente trabajo de tesis se orientd hacia el logro del siguiente objetivo

general:

Evaluar la actividad gastroprotectora y antisecretora de los compuestos fendlicos

aislados de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”.

Los objetivos especificos trazados fueron:

¢ Identificar la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto
obtenido de las hojas de Juglans neotropica Diels.

e Caracterizar cromatograficamente los compuestos fendlicos aislados.

¢ Realizar el estudio histopatoldgico de los tejidos gastricos extirpados.

e Determinar la dosis con mayor actividad gastroprotectora y antisecretora.

El presente trabajo de tesis es el resultado del trabajo metddico y cuidadoso,

desde el aislamiento de los compuestos fendlicos, su evaluacion a través de

ensayos experimentales in vivo e histologicos, la aplicacion de un modelo

experimental de Ulcera aguda inducida por etanol, hasta el analisis de los datos

obtenidos y su redaccion.

Esperamos que el presente trabajo de tesis contribuya al conocimiento de las

propiedades farmacoldgicas de Juglans neotropica Diels “nogal”’, que sirva de

referencia para otros estudios de mayor precisiéon y, sobretodo, sirva como

evidencia cientifica para estudios preclinicos.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Hurtado, P. (2014), determind la actividad gastroprotectora del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Para la
evaluacién de la actividad gastroprotectora se emple6 el modelo de induccion de
Ulceras gastricas por etanol 96°, administrando el extracto a dosis de 50, 250 y
500 mg/kg, omeprazol 20mg/kg vy sucralfato 3 mL/kg. La evaluacion
macroscépica fue mediante la escala de Alada et al. Modificada y la de
Marhuenda. El extracto dio positivo para carbohidratos, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, antraquinonas, triterpenos, esteroides, saponinas Yy
alcaloides. La cuantificacion del compuesto fendlico mayoritario fue de 16,909 +
0,382 mg equilibrio de acido galico/g del extracto seco. El tratamiento con el
extracto produjo una inhibicion de las Ulceras gastricas de 84,61% y 94,77% a
dosis de 250 y 500 mg/kg respectivamente con un p<0,05. En el estudio
histopatoldgico se observd descamacion y aumento de macréfagos en el grupo
control, mientras que el grupo G (nogal 500 mg/kg) presentd mayor proteccion
gue en los grupos de 50 y 250 mg/kg, donde se observé solo descamacion e
hipertrofia. De este estudio se concluyé que el extracto hidroalcohélico de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano” fue efectivo como agente
gastroprotector en un modelo de induccion de Glceras géstricas por etanol 96°.*
Aguedo et al. (2008), evaluaron el efecto gastroprotector de los flavonoides del
extracto etandlico de las partes aéreas de Satureja sericea (goyal). En este
estudio se colectd y estudio las partes aéreas de Satureja sericea (goyal), se
secd bajo sombra, se pulverizé y se obtuvo el extracto por maceracion
hidroalcohdlica. Se realiz6 marcha de solubilidad y marcha fitoquimica en la que
se observo gran cantidad de compuestos fendlicos, se comprobo la presencia de
por lo menos cuatro compuestos fendlicos tipo flavonoides, mediante reacciones

de coloracion y precipitacion, fueron aislados mediante cromatografia en capa



fina a escala preparativa y se elucidé su estructura mediante espectroscopia UV
visible en etanol y con reactivos de desplazamiento. En el extracto
hidroalcohdlico se determiné el efecto gastroprotector mediante el método
descrito por Zhang et al. Y Liu et al. En ratas albinas Holztman. Previo ayuno de
24 horas, seleccionaron cinco grupos y se administré por canulacion orogastrica,
se obtuvo a dosis de 1000 mg del extracto hidroalcohdlico por kg de peso una
gastroproteccion de un 95% con respecto al estandar de comparacion. °

Juro et al. (2010), determinaron el efecto cicatrizante de diferentes formas
farmacéuticas de aplicacién topica elaboradas con el extracto hidroalcohélico de
Juglans neotropica Diels en ratones albinos, se usaron hojas recolectadas en la
localidad de Urubamba y se realizaron cortes de 1cm? en el area dorsal
escapular de ratones, a quienes en una primera fase del estudio se les aplicé el
extracto a diferentes concentraciones (2,5% - 40%), durante 21 dias, luego de lo
cual fueron sacrificados e inmediatamente se realiz6 la prueba del tensiémetro
propuesto por Vaisberg. En la segunda fase, se formularon cinco formas
farmacéuticas tépicas (pomada, emulsion agua en aceite (A/O), emulsion aceite
en agua (O/A), pasta e hidrogel) las que se evaluaron segun prueba del
tensidmetro, en comparacion al farmaco patrén (Cicatrin®). La concentracion
minima efectiva cicatrizante fue de 5%, encontrdndose una relacion
concentracion-cicatrizacion en el rango de 2,5% a 30% y una relacion
formulacién-cicatrizacion, pues las presentaciones en emulsion O/A e hidrogel
obtuvieron mayor resistencia a la fuerza de tensién, incluso mayor a la del
farmaco patron. Los resultados fueron corroborados con el estudio histologico.
Concluyeron que tanto el extracto hidroalcohélico al 5% como las formas
farmacéuticas de emulsion O/A e hidrogel presentaron muy buena actividad
cicatrizante. °

Palomino et al. (2010), evaluaron el efecto gastroprotector del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Guilleminea densa (Hum. ex Willd.) Moq.
(Sanguinaria), en ratas. Administraron las siguientes sustancias: grupo A (suero
fisiolégico), grupo B (ranitidina 50mg/kg), grupo C (sucralfato 500mg/kg), grupo D
(extracto 200 mg/kg), grupo E (400 mg/kg) y grupo F (600 mg/kg); el método
utilizado fue el descrito por Robert en 1979. Para el andlisis de los GS-NP se
empled el método de Sedlak y Lindsay; y el método modificado de Corne para
determinar moco. Los resultados gastroprotectores fueron evaluados expresando
el indice de lesién: A, 55 + 6,16; E, 22,67 + 8,24 y F, 9,5 + 2,95. Se observ6 un



mayor efecto a la dosis de 400 y 600 mg/kg siendo significativo (p<0,01). En el
andlisis de los grupos sulfhidrilos no proteicos (ug GS-NP/mL/g tejido) se obtuvo:
A, 66,16 £ 22,7; E, 65,42+ 17,30 y F, 62,26 = 15,24. Se concluyeron que el
extracto hidroalcohdlico de Guilleminea densa posee efecto gastroprotector
frente al etanol 80% a dosis de 400 y 600 mg/kg. Dicho sea de paso, llegaron a
demostrar la presencia de compuestos fendlicos (flavonoides y taninos),
alcaloides y esteroides; el tratamiento con extracto a dosis de 600 mg/kg ha
reducido significativamente el indice de lesiones gastricas; un mecanismo de
proteccién es el incremento de moco gastrico a la dosis de 400 mg/ kg; sin
embargo, el tratamiento con extracto a diferentes dosis no indujo produccion de
los GSNP y a nivel histoldégico se comprueba la ausencia de Ulceras a dosis de
600 mg/kg.”

Hurtado et al. (2015), evaluaron la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohélico estandarizado de las hojas de Juglans neotropica Diels. Se
usaron hojas provenientes del distrito de Huandoval, provincia de Pallasca,
Region Ancash. La actividad antioxidante fue determinada por el ensayo de
inhibicion de DPPH. Como resultado, en tamizaje fitoquimico hubo mayor
concentracion de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante se present6 a
25 y 35 pg/mL, con un porcentaje de captacion de 89,89 y 92,47%. En
conclusion, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Juglans neotropica Diels a
presentando alta actividad antioxidante, con 92,47 % de captacién de radical
DPPH a 35 ug/mL.?

Quiroz R. (2013), evaluo la actividad cicatrizante de un gel elaborado a base de
los extractos de nogal (Juglans neotropica Diels), ortiga (Urtica dioica L.), sabila
(Aloe vera), con heridas inducidas en el dorso de los ratones previamente de
piladas (mus musculus). Demostré que los metabolitos secundarios presentes
son: compuestos fendlicos y/o taninos, flavonoides, mucilagos, compuestos que
le dan la actividad cicatrizante, se experimento6 en ratones divididas en 5 grupos:
siendo A (control negativo), B (control positivo) utilizando lamoderm, C, D, E, a
los cuales se les aplicé gel al 30% a diferentes formulaciones: F1 (10% Nogal,
10% Ortiga, 10% Sébila), F2 (15% Nogal, 10% Ortiga, 5% Sabila), F3 (20%
Nogal, 5% Ortiga, 5% sabila), por via tépica con hisopos estériles se aplicaron
dos veces al dia por tiempo requerido, y se extrajo la piel para el analisis
histopatologico. Se concluyeron que el gel posee actividad cicatrizante, debido a
la presencia de taninos de nogal, flavonoides de ortiga, y mucilagos de sabila,
que al combinarse presentan sinergia.’



2.2. Aspectos botanicos de Juglans neotropica Diels. “nogal”
2.2.1. Clasificacién taxonémica (Anexo 1)

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

e SUB CLASE: HAMAMELIDAE

e ORDEN : JUGLANDALES

e FAMILIA : JUGLANDACEAE

¢ GENERO :Juglans

e ESPECIE :Juglans neotropica Diels.

e N.V. : “nogal”
Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis- 2017

2.2.2. Descripcién botéanica

Arbol de hasta 35 m de altura y de 30 a 120 cm de diametro. Tiene el fuste recto
y cilindrico, corteza externa agrietada, color marr6n oscuro a negruzco, con
placas rectangulares que se desprenden espontdneamente, la interna color
crema claro. Hojas compuestas vy alternas. Mide 20 a 45 cm de largo con 4 a 12
pares de hojuelas, cada una de ellas de 5 cm a 10 cm de largo, apice agudo y
borde aserrado; cubiertas de finos y diminutos pelos por el reverso, lo que les
otorga una textura afelpada. Las hojas frescas poseen olor a melaza al
estrujarse. Flores muy pequefias de un solo sexo, agrupadas en espigas
pendulares separadas. Las masculinas miden de 5 a 9 mm y tienen numerosos
estambres, las femeninas miden de 2 a 5 mm y poseen un solo pistilo. Frutos
globosos, de 4 a 6 cm de diametro, con superficie lisa, poseen pulpa carnosa y
una semilla muy dura y lefiosa blanquecina comestible. Los episodios de
floracién han sido registrados entre noviembre y diciembre; la fructificacion, entre
diciembre y marzo.*

2.2.3. Usos en la medicina tradicional

Las hojas son consideradas fuente de compuestos saludables y han sido usadas
ampliamente en la medicina tradicional para el tratamiento de dermatitis,
insuficiencia venosa y Ulceras; y posee propiedades antidiarreicas,
antihelminticas, antisépticas, antibacterianas, astringentes, antioxidantes, anti
fungicos, hipoglicémicas y antiproliferativas. Se ha reportado que las flores
poseen propiedades antidepresivas, antihipdxicas, antihemoliticas vy
antiinflamatorias. Los frutos también poseen propiedades antioxidantes.*

2.2.4. Composicion quimica

Se ha identificado en las semillas compuestos fendlicos: acido galico, acido

elagico, 4cido cafeico y taninos. En las hojas, se identificaron nueve compuestos



fendlicos: tres derivados del &cido hidroxicinamico y seis heterésidos
flavonoides. El fruto posee quinonas juglona y 1,4-naftaquinona, y en el epicarpio
se ha detectado el compuesto currumicidin de estructura desconocida. En la
corteza del tallo se han identificado quinonas juglona y regiolona; triterpenos
betulina y &cido betulinico; esterol, beta-sitosterol; alcaloide de isoquinolina
berberina; el flavonoide catequina; y el compuesto fendlico acido cafeico. La
corteza de la raiz contiene quinonas juglona, 3-3'-bis-juglona y ciclo-tri-juglona; y
beta-sitosterol. En el polen se ha detectado el flavonoide 3-0-glucosil-

galactésido-quercetina, y en la semilla el alcaloide inddlico 5-hidroxi-triptamina.*
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos componentes de Juglans neotropico Diels.™
2.3. Ulcera péptica

Una Ulcera se define como la pérdida de la integridad de la mucosa del
estobmago o del duodeno que produce un defecto local o excavacién a causa de
inflamacién activa. Las Ulceras se producen en el estbmago o el duodeno, y con

frecuencia son de naturaleza crénica.*



La ulcera péptica es una pérdida de sustancia circunscrita de la membrana
mucosa que penetra hasta la muscular mucosae y, a veces, a la submucosa y a
la capa muscular. Puede situarse en cualquier zona del tracto digestivo expuesta
al jugo géstrico que contiene acido y pepsina. Su localizacion més frecuente es
el estbmago o el duodeno, aunque también puede presentarse en el eséfago, o
aparecer después de la gastroyeyunostomia. Hoy se distinguen las Ulceras
duodenal y gastrica como enfermedades fundamentalmente diferentes con
fisiopatologia, presentacion clinica y tratamientos distintos.*2

2.4. Ulcera géstrica

Los defectos focales de la mucosa gastrica que aparecen agudamente son una
complicacién de sobra conocida del tratamiento con AINE. También pueden
aparecer tras un estrés fisiolégico intenso. Algunas de estas lesiones reciben
nombres especificos, segtn su localizacién y asociaciones clinicas.*®

La ulcera gastrica se diferencia de la gastritis por la profundidad de la lesion; en
las Ulceras gastricas las lesiones penetran la totalidad de la mucosa. El crater de
la mucosa por lo general esta rodeado por una porcion de mucosa inflamada,
pero integra, lo cual sugiere que la gastritis constituye una lesién predisponente
para el desarrollo de la Ulcera gastrica. La mayor parte de las Ulceras gastricas
se presentan en la curvatura menor del estomago.**

La patogenia de la ulceracion aguda es compleja y no se conoce con detalle. Las
Ulceras inducidas por AINE estan relacionadas con la inhibicion de la
ciclooxigenasa, lo que impide la sintesis de prostaglandinas y, a su vez, aumenta
la secrecion de bicarbonato, inhibe la secrecion de &cido, favorece la sintesis de
mucina y aumenta la perfusion vascular. Las lesiones asociadas a la lesion
intracraneal parecen deberse a la estimulacién directa de los ndcleos vagos, lo
que provoca la hipersecreciéon de acido gastrico. La acidosis sistémica, un
hallazgo frecuente en estas condiciones, también contribuye a la lesién de la
mucosa al reducir el pH intracelular de las células mucosas. La hipoxia y el
descenso del flujo sanguineo causados por la vasoconstriccion esplacnica
inducida por el estrés también contribuye a la patogenia de las Ulceras agudas.
Los desequilibrios entre las defensas de la mucosa y las fuerzas nocivas que
provocan la gastritis crénica también son responsables de la enfermedad
ulcerosa péptica (EUP) (Figura 2). Es por ello que la EUP se desarrolla sobre la
base de una gastritis crénica. No se sabe por qué algunas personas desarrollan

solamente gastritis cronica, mientras que otras desarrollan la EUP. La infeccién



por H. pylori y los AINE son las causas subyacentes mas importantes de la EUP
y ambos comprometen las defensas de la mucosa a la vez que provocan su
lesiébn. Aunque mas del 70% de los sujetos con EUP estan infectados por
H. pylori, menos del 20% de las personas infectadas desarrolla una Ulcera
péptica. Es probable que los factores del anfitrién y también las variaciones en
las cepas de H. pylori, determinen la evolucion clinica. La hiperacidez gastrica
gue domina en la EUP se puede deberé la infeccion por H. pylori, hiperplasia de
células parietales, respuestas secretoras excesivas o deterioro de la inhibicion
de los mecanismos estimuladores, como la liberacion de gastrina. Por ejemplo,
el sindrome de Zollinger-Ellison, en el que aparecen mdultiples Ulceras pépticas
en el estbmago, duodeno e incluso en el yeyuno, se debe a la liberacion no
controlada de gastrina por un tumor y la consiguiente produccion masiva de
acido. Los cofactores mas frecuentes en la ulcerogenia péptica son el uso
cronico de AINE, que causan una irritacién quimica directa a la vez que suprimen
la sintesis de prostaglandinas necesarias para la proteccién de la mucosa, el
consumo de cigarrillos, que deteriora el flujo sanguineo y la cicatrizacién de la
mucosa y el consumo de corticoesteroides de dosis altas, que suprimen la
sintesis de prostaglandinas y deterioran la cicatrizacion. Las Ulceras duodenales
son mas frecuentes en sujetos con cirrosis alcohdlica, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, insuficiencia renal e hiperparatiroidismo. En estas dos
dltimas afecciones, la hipercalcemia estimula la produccion de gastrina y, por
tanto, aumenta la secrecion de acido. Por ultimo, el estrés psicoldgico propio o

exdgeno también aumenta la produccion géastrica de &cido.*
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Figura 2. Mecanismos de lesién y proteccién en el estbmago. En este diagrama se
muestra la progresion desde las formas mas leves de lesién a la ulceracién que pueden
presentarse con la gastritis aguda o crénica. Las Ulceras comprenden capas de necrosis
(N), inflamacion (I) y tejido de granulacion (G), pero la cicatriz fibrotica (C), que tarda
tiempo en desarrollarse, s6lo aparece en las lesiones cronicas.™

2.5. Protectores de la mucosa

Estos farmacos son utiles en el tratamiento de las enfermedades relacionadas
con la secrecion acida; sin embargo, se muestran inferiores a los modernos
inhibidores, tanto en términos de eficacia (porcentaje de cicatrizaciones y rapidez
con que se consigue) como en el control de la sintomatologia dolorosa que
acompafa a estos procesos, por lo que han sido relegados al tratamiento de
casos aislados en los que la utilizacion de antisecretores no se aconseja. Su uso
contintia teniendo cierta vigencia en la profilaxis de las lesiones de la mucosa
gastroduodenal producidas por AINES, aunque también en este caso, la
inhibicién de la secrecion acida goza de mayor preferencia. Los mas utilizados
en el Per( son: subsalicilato de bismuto y sucralfato.*

2.6. Inhibidores de labomba de protones

Este grupo de compuestos actla selectivamente sobre el eslabén final del
proceso de secrecion Acida géstrica, la ATPasa-H'/K* o bomba de protones.
Esta enzima representa un paso obligado en el proceso de secrecion de H* por
lo cual, y en contraste con los antagonistas H,, la capacidad inhibitoria de estos
farmacos es independiente del estimulo desencadenante de la produccion &cida.
Los farmacos mas usados de este grupo son: omeprazol, esomeprazol,

lanzoprazol y pantoprazol.*
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2.7. Compuestos fenélicos con actividad gastroprotectora y antisecretora
Se han llevado a cabo muchos estudios que apoyan fuertemente la contribucién
de los polifenoles a la prevencion de enfermedades cardiovasculares, céancer,
osteoporosis, enfermedades neurodegenerativas y diabetes mellitus, y sugieren
un papel en la prevencion de la Ulcera péptica. Los polifenoles exhiben una serie
de propiedades farmacolégicas sobre trastornos gastrointestinales, actuando
como agentes antisecretor, citoprotector y antioxidante. Las propiedades
antioxidantes de compuestos fendlicos han sido ampliamente estudiadas, pero
ha gquedado claro que sus mecanismos de accion van mas alla de la modulacion
del estrés oxidativo. Se han descrito varios compuestos polifendlicos por su
actividad antiulcerogénica con un buen nivel de proteccién gastrica. Ademas de
su acciébn como gastroprotectora, estos compuestos fendlicos pueden ser una
alternativa para el tratamiento de las Ulceras gastricas. Por lo tanto, teniendo en
cuenta el importante papel de los compuestos polifenélicos en la prevencién o
reduccibn de lesiones gastricas inducidas por diferentes agentes
ulcerogénicos.*

a. Flavonoides

Los flavonoides, que se encuentran, tanto en estado libre como heterosidico,
constituyen el grupo mas amplio de los fenoles naturales. En la actualidad se
conoce mas de 2000 de estos compuestos, de los que unos 500 se encuentran
en estado libre. Este grupo es conocido por sus efectos antiinflamatorios y
antialérgicos, por sus propiedades antitromboticas y vasoprotectoras, por la
inhibicion de la promocién de tumores y como protectores de la mucosa gastrica.
Estos efectos se han atribuido a la influencia de los flavonoides sobre el
metabolismo del acido araquidénico.®

Son compuestos fendlicos, son en su mayoria pigmentos responsables de la
coloracion de flores y de algunos frutos; que poseen 15 atomos de carbono, en
los cuales dos nucleos bencénicos estan unidos por un eslabon de tres
carbonos.?

b. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles, que presentan junto a las
reacciones clasicas de los fenoles, la propiedad de precipitar alcaloides, gelatina
y otras proteinas. Las aplicaciones de drogas con taninos son limitadas y derivan
de sus propiedades astringentes: por via interna ejercen un efecto antidiarreico y

antiséptico, por via externa impermeabilizan las capas mas externas de la piel y
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mucosas, protegiendo asi las capas subyacentes; a esto hay que afiadir un
efecto vasoconstrictor sobre los pequefios vasos superficiales.?
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién

Laboratorios de Farmacognosia y Farmacologia de la Escuela Profesional de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, Ayacucho, Pera.

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

Hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” que crece en el distrito de Ayacucho,

provincia de Huamanga a 2750 msnm.

3.2.2. Muestra

3 kg de hojas frescas de Juglans neotropica Diels “nogal”, que crece en el distrito

de Ayacucho, provincia de Huamanga a 2750 msnm.

3.3. Animales de experimentacion

56 cobayos machos de la linea Perlu adquiridos del Instituto Nacional de

Investigacién Agraria (INIA), adultos entre 400 y 500 g de peso.

3.4. Disefio metodoldgico paralarecoleccién de datos

3.4.1. Recoleccién de la muestra y obtencién del extracto hidroalcohélico

e Se recolecté 3 kg de hojas durante el mes de enero de 2017, en el distrito de
Ayacucho. Una muestra botanica sirvid para su clasificacion taxonémica en el
Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

e La muestra se secOd a temperatura ambiente, previa limpieza de la misma,
bajo sombra, sobre bases de papel periédico con recambio constante y
remocién de la muestra para un secado uniforme.

e Una vez seca, la muestra fue molida en una licuadora hasta polvo fino.

e 500 g de droga molida se someti6 a extraccion por maceracion simple con 2 L
de etanol al 80%, durante 14 dias, en frasco de vidrio ambar de cierre
hermético y con agitacion periddica.
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El extracto se filtré al vacio con papel filtro Watman N°40, se concentré en un
evaporador rotatorio BUCHI-3000 a presion reducida hasta consistencia
siruposa y finalmente a sequedad en una estufa Memmert a 47°C.

El extracto seco obtenido se almacend en un envase de vidrio &mbar bajo

refrigeracion hasta su uso.

3.4.2. Aislamiento de compuestos fendlicos

Se reconstituy6 el extracto hidroalcohdlico seco con agua destilada y se traté
con éter de petrdleo para eliminar grasas, ceras, pigmentos Yy otros
metabolitos que posiblemente interfieran en la extraccién de los compuestos
fendlicos de interés.

Se realiz6 una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo utilizando un
embudo de separacién para recuperar finalmente la fraccién de acetato de
etilo y se evaporé a sequedad para obtener finalmente la fraccion flavonica.’

3.4.3. Pruebas cualitativas

0,25 g de extracto seco se reconstituyd con 4 mL de etanol de 96% y se

distribuy6 en dos tubos de ensayo para las reacciones de coloracion.

a.

Prueba de Shinoda

Se incorpord particulas de magnesio sobre la fraccion de acetato de etilo
contenida en un tubo de ensayo, luego se afiadi6é gotas de acido clorhidrico
por las paredes del tubo. La aparicibn de tonos rojos se consider6 como

reaccién positiva para flavonoides.

. Reactivo de cloruro férrico

Se le afiadi6é unas gotas de cloruro férrico al 10%, sobre la fraccion de acetato
de etilo contenida en un tubo de ensayo. La aparicion de tonos azul

negruzcos se considerd como reaccion positiva para compuestos fendlicos.

3.4.4. Caracterizacién cromatografica de los compuestos fendlicos

a.

Cromatografia en capa fina (CCF)

La fraccion de acetato de etilo reconstituida remanente se concentré en un
bafio de agua hasta consistencia viscosa y sembré con capilares de vidrio en
la base de placas cromatogréficas de silicagel G de 20 x 20 cm.

La placa se introdujo en una cubeta cromatografica conteniendo la fase movil
acetato de etilo, 4cido férmico, acido acético glacial y agua (100:11:11:27),
hasta que este alcance los dos centimetros del borde superior.

La placa se retirg, secada bajo campana extractora y se observo bajo luz UV,

en busca de fluorescencias caracteristicas.*’
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b. Andlisis espectral

e Las fluorescencias observadas en la placa cromatogréfica bajo luz UV fueron
separadas en frascos viales &mbar, reconstituidas con metanol y filtradas.

e Cada muestra obtenida fue leida en un espectrofotémetro Genesys 6 UV/VIS
frente a un blanco de metanol.

3.4.5. Evaluacién de la actividad gastroprotectora y antisecretora

3.4.6. Diseio experimental

El disefio empleado fue el disefio con postprueba Unicamente y grupo de control.

Simbdélicamente y de forma abreviada, corresponde a:

RG, X, O,
RG. - O

Donde RG corresponde a los grupos experimentales organizados

aleatoriamente, X, es el estimuloy O, la observacion.®

3.4.7. Método de ulcera géastrica aguda inducida por etanol

Se us6 el modelo experimental de Ulcera gastrica aguda inducida por etanol 96%

descrito por Hurtado”.

e Los animales fueron alojados en jaulas metdlicas de crianza para su
aclimatacion por una semana previa a los experimentos, con libre acceso a
agua y alimento y con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad.

e Se emplearon 56 cobayos machos de la linea Peru adquiridos del Instituto
Nacional de Investigacion Agraria (INIA), adultos, entre 400 y 500 g de peso.
Los animales se mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes de comenzar
el experimento, dejandolos Unicamente con agua ad libitum.

e Para la produccién de Ulceras gastricas se utilizé etanol al 96% a la dosis de
1 mL/250 g, a dosis Unica.

e Como medicamentos se empled omeprazol a dosis de 20 mg/kg y sucralfato a
3 mL/kg (1 g/5 mL— 600 mg/3 mL), Unica dosis para cada farmaco.

e Los tratamientos se administraron via oral con la ayuda de una céanula
orogastrica de metal, una hora antes de la administracién del agente

ulcerogénico (etanol 96%), segun se detalla en la Tabla 1.
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Tabla1l. Distribucion de grupos experimentales para evaluar la actividad
gastroprotectora y antisecretora de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal”. Ayacucho 2017.

Vehiculo y/o agente

Grupo  Repeticion Tratamiento )
ulcerogénico
I 8 Suero fisiolégico 1mL/250g Suero fisiolégico 1mL/250g
Il 8 Suero fisiolégico 1mL/250g Etanol 96° 1mL/250 g
1 8 Omeprazol 20 mg/kg Etanol 96° 1mL/250 g
v 8 Sucralfato 3 mL/kg Etanol 96° 1mL/250 g
\% 8 J. neotropica 0,5 mg/kg Etanol 96° 1mL/250 g
Vi 8 J. neotropica 1,0 mg/kg Etanol 96° 1mL/250 g
Vi 8 J. neotropica 2,0 mg/kg Etanol 96° 1mL/250 g

¢ Los animales fueron sacrificados seis horas después de la administracion del
etanol 96%, con una sobredosis de pentobarbital sédico (Halatal) de uso
veterinario por via intraperitoneal. Posteriormente, se realiz6 una laparotomia
abdominal extrayendo los estbmagos con cuidado. Para calificar las lesiones
de la mucosa gastrica se consideraron las variables de edema y hemorragia,
siendo calificados segun la magnitud de la lesién observada. Los parametros
antes mencionados fueron medidos empleando la escala de puntaje
observacional: 0 =ausente; 1=leve; 2 = moderado y 3 = severo.
Posteriormente extrayéndose los estdbmagos; con mucho cuidado se
determiné el pH y se procedi6 a medir el volumen del contenido gastrica.

e El indice de lesiones promedio y porcentaje de inhibicion de lesiones
gastricas se calculé de acuerdo a las Escalas de Alada et al. modificada
(Tabla 2) y la Escala de Marhuenda (Tabla 3).

Tabla 2. Escala de Alada et al. modificada.”

Puntaje Caracteristica
0 Normal
1 Leve (Ulceras puntiformes < 1 mm o microhemorragias)
2 Moderada (2 o mas Ulceras hemorragicas pequefas)
3 Severa (Ulceras grandes > 2 mm de diametro)
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Tabla 3. Escala de Marhuenda.”

Puntaje Caracteristica

0 Sin lesion.

Ulceras hemorragicas finas y dispersas y de longitud menor de 2 mm.
Una Ulcera hemorragica de longitud menor a 2 mm.

Mas de una Ulcera de grado 2.

Una Ulcera de longitud menor de 5 mm y diametro menor de 2 mm.
De una a tres Ulceras de grado 4.

De cuatro a cinco Ulceras de grado 4.

Mas de seis Ulceras de grado 4.

o N oo o~ WN P

Lesiones generalizadas de la mucosa con hemorragia

e Se calculé la puntuacion total (la suma del puntaje total para todos los
cobayos del mismo grupo) y el promedio de ambas escalas. El puntaje total
se expresa en porcentaje de inhibicion respecto al indice de lesion del grupo

control:

Yo Inhibicion = Pmedio del grupo control — P medio del grupo patrén 100
ofnfubtcion = Pmedio del grupo control *

P: puntaje obtenido en la evaluacion macroscopica segun escala.

e Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicién respecto al indice
de ulceracion del grupo control.

e Para determinar el pH del contenido gastrico, luego de seis horas de la Ultima
administracién, los animales fueron sacrificados, administrandoles por via
intraperitoneal pentobarbital 100 mg/kg. Mediante laparotomia se extrajo el
estdbmago, que fue abierto por la curvatura mayor y se trasvaso el contenido
gastrico a una probeta y seguidamente, con cuidado se midi6 el volumen del
contenido gastrico, y para posterior se trasvaso a un vaso precipitado para la
medicion del pH, por medio de un pH metro marca waterpproof — Phep by
HANNA.

e Para el analisis histopatoldgico, los estémagos fueron extirpados y lavados
suavemente con solucién salina para remover la sangre y los detritos
adheridos al tejido; se los fij6 las muestras en formol al 10% tamponado, por 7
dias, y luego se seleccion6é las zonas donde de acuerdo al examen

macroscopico se evidenciaba lesién aparente. El procesamiento de los tacos
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de parafina se realizO empleando un dispensador de parafina. Los tacos
obtenidos fueron llevados a congelamiento a < 0°C, por un lapso de 3 horas,
para luego proceder al corte de 3u de espesor con ayuda de un micrétomo.
Luego, se retir6 la parafina en una estufa, para proceder a la coloracion con
hematoxilina — eosina. Después de la deshidratacion y limpieza de las
laminas, fueron llevados para observacion microscopica de caracteristicas
anémalas.

¢ Para determinar la dosis con mayor actividad gastroprotectora y antisecretora,
se realiz6 mediante el puntaje total expresado en porcentaje de inhibicién
respecto al indice de lesion del grupo control y para determinar la actividad
antisecretora, primeramente, se hizo andlisis de varianza y posteriormente
subconjunto homogéneo (HSD Tukey), se procesé con datos obtenidos por
estadistico de medida de tendencia central (media).

3.5. Andlisis estadistico

Los datos se procesaron utilizando el paquete estadistico SPSS (stadistical

package for social sciences), version 24.0, afio 2016. Se aplicaron el analisis de

varianza (ANOVA). Se considerd significativa una p<0,05, con intervalo de

confianza al 95%. Se determind la media y desviacion estandar de los valores

individuales obtenidos para los animales de cada grupo.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Caracterizacion de los compuestos fendélicos con reactivo cloruro férrico
5% y ensayo de Shinoda presente en el extracto obtenido de las hojas de

Juglans neotropica Diels “nogal”. Ayacucho 2017.

. ) Juglans neotropica )
Metabolito Secundario ) ] Observaciones
Diels “nogal” en hojas.

Compuestos fenolicos +++ Azul negruzco

Flavonoides +++ Rojo

LEYENDA:

+) : Escaso
(++) : Moderado
(+++) : Abundante

20



Figura 3. Analisis cromatografica del extracto de acetato de etilo bajo luz UV

contenido de los compuestos fendlicos. Ayacucho 2017.
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Alada, mostrado por los tratamientos basal, control, farmacos y compuestos
fendlicos aislados, a diferentes dosis, de las hojas de Juglans neotropica Diels

“nogal”. Ayacucho 2017.
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Grupo Observacién
Se observa la conservacion de la
blanco : . . L
citoarquitectura del tejido gastrico.
Se observa pérdida de la mucosa, evidente
control zona erosiva superficial de epitelio y
edema que alcanza la muscular de la
mucosa.
Se observa zona erosiva superficial de
omeprazol o
epitelio de leve a moderada y edema.
Se observa discreta erosion superficial de
sucralfato o
epitelio.
Se observa leve erosion superficial de
0,5mg/kg o
epitelio y moco.
Se observa una discreta erosion
1,0mg/kg -
superficial.
2mg/kg Discreto edema.

Fuente: Laboratorio de patologia del Dr. Solis.

Todos los andlisis histopatoldgicos se procesaron con la técnica de hematoxilina - eosina.

Figura 10. Andlisis de los cortes histolégicos de estomago. Ayacucho 2017.
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V. DISCUSION

Los compuestos fendlicos se presentan como metabolitos secundarios y estan
ampliamente distribuidos en las plantas desde las raices hasta las semillas.
Estos son extensos en naturaleza y gama, de estructuras simples, con un anillo
aromatico a las sustancias poliméricas altamente complejas tales como taninos y
lignines.*

Respecto a la extraccién, la solubilidad de los compuestos fendlicos se rige por
el tipo de disolvente (polaridad) utilizado, el grado de polimerizacién de los
compuestos fendlicos, asi como la interaccion de compuestos fendlicos con otros
constituyentes de los alimentos y la formacién de complejos insolubles. Por lo
tanto, no existe un procedimiento uniforme o completamente satisfactorio que
sea adecuado para la extraccién de todos los compuestos fenélicos o una clase
especifica de sustancias fendlicas en materiales vegetales. Metanol, etanol,
acetona, agua, acetato de etilo y, en menor medida, propanol, dimetilformamida,
y sus combinaciones se utilizan con frecuencia para la extraccién de compuestos
fendlicos.® Considerando este aspecto, elegimos el etanol como solvente de
extracciéon de fenoles de las hojas de “nogal”, dado su facil acceso, ademas de
que, a decir de Miranda y Cuéllar®, los extractos hidroalcohdlicos son los que
extraen la mayor diversidad de componentes quimicos presentes en drogas,
donde la concentracién de principios activos es 6ptima, facilitando la dosificacion
de los mismos.

De otro lado, en la extraccion liquido — liquido de compuestos fendlicos del
extracto hidroalcohdlico, resulta eficaz el uso de acetato de etilo dos veces,
juntando las fases orgénicas de cada caso, donde se encuentra gran cantidad de
fenoles libres.”* Este hecho fue evidenciado mediante pruebas preliminares de
identificacion cualitativa, las mismas que dieron positivo, como se muestra en el
Tabla 4 y Anexo 2. A su vez, el andlisis cromatogréafica del extracto de acetato de

etilo bajo luz UV, como se ve en la Figura 3 y Anexo 3, puso en evidencia
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fluorescencias color amarillo, violeta, verde y marrén, tipicos de compuestos
fendlicos, los mismos que, luego de una lectura espectral en el rango de 200 a
400 nm, muestran picos de maximas absorbancias (Anexo 4) que podrian
corresponder a acidos fendlicos o flavonoides, metabolitos que son reportados
ampliamente por otros autores.?

Para la evaluacion de la actividad gastroprotectora y antisecretora de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”
hemos empleado el modelo de Ulcera gastrica aguda inducida con etanol al 96%
en cobayos. La ciencia de los animales de laboratorio ha alcanzado un alto nivel
de desarrollo con el fin de lograr un trato humanitario a los animales y mejorar la
calidad de las investigaciones. A pesar de contar con modelos alternativos,
existen pruebas para las cuales continGan siendo insustituibles. En efecto, los
cobayos son modelos de estudios inmunolégicos, farmacolégicos vy
nutricionales.?®

En la Figura 4, luego de realizado el experimento, se puede apreciar la variacion
de pH del contenido géstrico en los grupos basal, control, farmacos de referencia
y compuestos fendlicos a diferentes dosis, de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal” en cobayos. El pH del grupo que solo recibio el vehiculo, suero
fisiologico 1mL/250 g, no muestra variacion alguna, habiéndose registrado una
media de 2,09, que es la acidez normal o basal. El grupo control, que recibié
etanol absoluto como agente ulcerogénico y sin ningun tratamiento adicional,
manifestd ligera reduccion del pH del contenido gastrico alcanzando una media
de 2,9. En contraste, es muy evidente el efecto inhibidor de la bomba de
protones que ejerce el farmaco de referencia omeprazol con el consecuente
descenso del pH que, para este grupo, alcanz6é una media de 5,37. El farmaco
sucralfato, del mismo modo, al no ser un antiacido propiamente dicho, al parecer
ha ejercido su mecanismo de accion con la conservacién del pH en 2,83,
verificable Unicamente con el estudio histolégico realizado. Los compuestos
fendlicos administrados a las dosis de 0,5; 1,0 y 2,0 mg/kg al parecer no han
ejercido actividad a nivel del pH géstrico ya que las medias de este valor son
estadisticamente similares con el grupo basal (Anexo 9). Este hecho podria
deberse a que, dentro de los compuestos fendlicos ensayados, las moléculas
sean otras diferentes al acido cafeico, ferulico, p-coumarico y cinamico. Un
estudio, se observo que el tratamiento con dosis de 50 y 250 mg/kg de &cidos

cafeico, ferulico, p-cumarico y cinamico y controles positivos (omeprazol o
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cimetidina) disminuyé significativamente el indice de lesion, el area total de la
lesion y el porcentaje de lesion en comparacion con los grupos de control
negativo. Ademas, el porcentaje de inhibicion de la Ulcera fue significativamente
mayor en los grupos tratados con los diferentes acidos fendlicos, cimetidina u
omeprazol, en todos los protocolos utilizados, en comparacién con los grupos de
control negativo. En el modelo para determinar la secrecion géstrica, el uso de
piloro ligado, el tratamiento con &acidos fendlicos y cimetidina redujo el volumen
de jugo gastrico y la acidez total y aumenté significativamente el pH gastrico
(p<0,05), en comparacion con el grupo control. En el grupo tratado con 50 mg/kg
de acido p-cumarico no se observo diferencia significativa, en comparacion con
el control.* Otro estudio también informa de los &cidos fendlicos como
gastroprotectores. Curcuma amada, comunmente conocido como mango
jengibre, actu6 como potente inhibidor de la bomba de protones y del
crecimiento de H. pylori. Los fenoles libres y ligados del jengibre (acidos cafeico
26%, gentisico 24%, férulico 20%, galico 10%, cinAmico 7% y protocatequidico
7%, feralico 47%, &cido cindmico 29%, acido p-cumarico 11% y acido jerarquico
5%) inhibieron la bomba de protones mostrando una potencia 9 a 27 veces
mayor que el lanzoprazol.?

También un estudio ha confirmado que el tratamiento con quercetina disminuyé
significativamente el nimero de mastocitos y redujo el area de erosiones
gastricas. Los resultados sugieren que el efecto gastroprotector de la quercetina
en este modelo experimental puede deberse a sus efectos antiperoxidativos,
antioxidantes y antihistaminicos.?® ?’

En la Figura 5, se observa la variacién del volumen gastrico en los grupos basal,
control, farmacos de referencia y compuestos fendlicos a diferentes dosis, de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” en cobayos. Considerando que los
animales se mantuvieron sin alimento y sélo con agua ad libitum, el volumen del
contenido gastrico de referencia en el grupo blanco fue de una media de 5,21
mL, aun cuando este solo recibié el vehiculo suero fisiolégico 1mL/250g. El
grupo control practicamente mostro volimenes similares al grupo blanco con una
media de 5,79 mL, lo mismo que el farmaco de referencia omeprazol con una
media de 5,10 mL. Los grupos tratados con sucralfato y con compuestos
fendlicos a 2,0 mg/kg, mostraron incrementos de volumen estadisticamente
similares, con 6,60 y 7,30 mL, respectivamente y ademas diferentes del grupo

control. Es evidente que el incremento del volumen del contenido gastrico se
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debid a la estimulacion, por algin mecanismo, de la produccion de moco. Las
dosis de 0,5 y 1,0 mg/kg no mostraron cambios significativos del volumen de
contenido gastrico ya que sus volimenes de 5,56 y 5,85 mL, respectivamente,
son estadisticamente similares al control (5,79 mL), e incluso al basal (5,21 mL)
(Anexo 9). Este incremento de moco, obviamente, ha ejercido una accion
protectora de la mucosa géstrica frente al agente ulcerogénico. En vista de esto,
podriamos afirmar que los fenoles a 1,0 y 2,0 mg/kg tuvieron una accién tipo
sucralfato. El sucralfato, ademas de su efecto formador de barreras, parece que
provoca otros efectos protectores sobre la mucosa gastrica. Adsorbe la bilis y
disminuye la absorcién de algunos &cidos biliares, tiene un efecto trofico sobre la
mucosa gastrica, incrementa el flujo sanguineo mucoso y previene los lesivos
sobre la microcirculacion, facilita la acumulacion de factores de crecimiento en
las zonas lesionadas de la mucosa gastrica, activa los macréfagos localizados
en la mucosa facilitando su participacion en la formacion de tejido de granulacion
en las zonas lesionadas, incrementa la formacion de factores enddgenos
protectores de la mucosa como el NO o algunas prostaglandinas y, por ultimo,
estimula la secrecién de bicarbonato y moco por la mucosa géstrica.?®

Para la valoracién del dafio gastrico hemos empleado dos herramientas
estandarizadas, la de Marhuenda, que es mas especifica en su escala valorativa,
y la de Alada et al modificada, menos especifica.

La Figura 6, corresponde al indice de ulceracion géstrica segun la escala de
Marhuenda observado en los tratamientos: basal, control, farmacos vy
compuestos fendlicos a diferentes dosis, de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal” en cobayos. Se observa que el grupo control, que Unicamente
recibié el agente ulcerogénico, sin ningun tratamiento adicional, ha alcanzado
valoraciones de lesién gastrica de hasta 7,8 puntos, lo que corresponde a mas
de seis Ulceras de grado 4, segun dicha escala. Con omeprazol, es evidente la
proteccién de la mucosa gastrica debido a la reduccién del pH mostrado en la
Figura 4, con un indice de ulceracion de dos puntos (una uUlcera hemorragica de
longitud menor a 2 mm.), similar al tratamiento con 0,5 mg/kg de fenoles (2,1
puntos) e incluso al grupo control. En contraste, los tratamientos con sucralfato,
fenoles a 1,0 y 2,0 mg/kg, alcanzaron 0,4; 0,5 y 0,3 puntos, respectivamente.
Estas dos ultimas puntuaciones resultaron ser estadisticamente similares (Anexo
10).

La Figura 7, corresponde al indice de ulceracion géstrica segun la escala de
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Alada et al modificada observado en los tratamientos: basal, control, farmacos y
compuestos fendlicos a diferentes dosis, de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal” en cobayos. Si observamos con detenimiento, es facil deducir la
misma respuesta observada en la Figura 6, es decir, existe concordancia entre
ambas escalas. Los indices de ulceracion gastrica, tanto medidos con la escala
de Marhuenda y Alada et al modificada, expresados como valores porcentuales
se muestran en las Figuras 8 y 9. Evidentemente, resaltan los porcentajes mas
altos que corresponden a los farmacos de referencia, omeprazol y sucralfato, y a
los compuestos fendlicos a 1,0 y 2,0 mg/kg. Segun la escala de Marhuenda,
todos los tratamientos lograron porcentajes de inhibicién de ulceracién gastrica
mayores a 70%, resultando mas importantes los compuestos fendlicos a 1,0 y
2,0 mg/kg, con 93,6 y 96,8%, respectivamente, lo que demuestra, pues, su
actividad gastroprotectora. Resultados muy similares se encontraron tras la
evaluacion mediante la escala de Alada et al. Por otro lado, En la evaluaciéon de
la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal peruano”. Que emple6 el modelo de induccidn de Ulceras
gastricas por etanol 96°, administrando el extracto a dosis de 50, 250 y
500 mg/kg, omeprazol 20 mg/kg y sucralfato 3 mL/kg. La evaluacién
macroscopica fue mediante la escala de Alada et al. modificada y la de
Marhuenda. En los estudios del extracto dio positivo para carbohidratos,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, antraquinonas, triterpenos,
esteroides, saponinas y alcaloides. La cuantificaciéon del compuesto fendlico
mayoritario fue de 16,909 + 0,382 mg EAG/g del extracto seco. El tratamiento
con el extracto produjo una inhibicion de las Ulceras gastricas de 84,61% vy
94,77% a dosis de 250 y 500 mg/kg respectivamente con un p<0,05.* En tanto,
respecto a la actividad antisecretora de los compuestos fendlicos, no se aprecio
ninguna actividad significativa, es decir, al parecer no hubo antagonismo de
receptores H, o inhibicién de la bomba de protones, por lo que los niveles de pH,
después del tratamiento (Figura4), no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) respecto al grupo control (Anexo 8).

Para la verificacion mucho mas objetiva del grado de proteccion gastrica de los
tratamientos, se llevd a cabo el andlisis histopatologico del tejido gastrico de
cada cobayo. La Figura 10, muestra una fotografia de cada corte histologicos de
una muestra representativa de cada grupo. Como era de suponerse, en el grupo

control hubo pérdida de la mucosa, con evidentes zonas erosivas y edema que

33



alcanza discretamente la muscular de la mucosa. Con los farmacos, obviamente,
la proteccién fue buena, tal es asi que con omeprazol sélo hubo erosién
superficial de epitelio, es decir, de leve a moderado y con sucralfato discreto
erosion superficial de epitelio. Con los compuestos fendélicos se puede evidenciar
proteccion géastrica de manera dosis dependiente: a mayor dosis mayor efecto,
siendo la mejor dosis la de 2,0 mg/kg, donde histolégicamente so6lo se observo
discreto edema. Dicho sea de paso, en los estudios histopatolégicos se
observaron descamaciones y aumento de macréfagos en el grupo control,
mientras que el grupo G (nogal 500 mg/kg) presentdé mayor proteccion que en los
grupos de 50 y 250 mg/kg, donde se observaron solo descamacién e hipertrofia,
de este estudio se concluydé que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal peruano” fue efectivo como agente
gastroprotector en un modelo de induccion de Ulceras géastricas por etanol 96°.*
Aun cuando hayamos tenido buenos resultados con los compuestos fendlicos,
queda la duda sobre el mecanismo de accion exacta y cOmo es que se
relacionan con ella. Muchos de los compuestos fendlicos actian a través de
diferentes mecanismos y exhiben actividad antiulcerogénica. Estudios reportan
sobre los compuestos fendlicos que las relaciones estructura-actividad muestran
que la presencia de un grupo hidroxilo en C-5 y C-7 dentro de las flavonas
disminuye drasticamente su actividad gastroprotectora. Sin embargo, un grupo
metoxilo en la posicion C-7 parece mejorar la gastroproteccién. Un doble enlace
en C-2 y C-3 y un anillo intacto parecen necesarios para la actividad 6ptima. Se
inform6é que una sustitucibn con un grupo metoxilo en diferentes posiciones
dentro del nucleo de flavona, tal como la posicion C-5 o C-7, o una sustitucién de
metilo en la posicion C-7, no afecta la potencia de la actividad gastroprotectora.
Sin embargo, la sustitucién con un grupo metoxilo o hidroxilo en las posiciones
C-3, C-6 0 C-8 reduce la actividad gastroprotectora de los compuestos.?

Todos los resultados obtenidos en este trabajo dan sustento a la conclusién de
que los fenoles aislados de Juglans neotropica Diels. “nogal” tienen actividad
gastroprotectora en cobayos. Sin embargo, se requieren de estudios mas

minuciosos para precisar mejor dicha actividad.
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VI. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos de las hojas de Juglans neotropica Diels. “nogal”,
tienen actividad gastroprotectora en “cobayos”, en el modelo de ulcera
gastricas aguda inducida por etanol 96%, pero no tienen actividad
antisecretora.

Los compuestos fendlicos de las hojas de Juglans neotropica Diels. “nogal”,
no tienen actividad antisecretora en “cobayos”, en un modelo de Ulcera
gastrica aguda inducida por etanol 96%, siendo los valores de pH y volumen
de contenido gastrico estadisticamente similares respecto al grupo control (p
-0,960).

Se identificé la presencia de los compuestos fendlicos y flavonoides en el
extracto obtenida de las hojas de Juglans neotropica Diels. “nogal’, las
cuales se evidenciaron con el reactivo de cloruro férrico al 5% y ensayo de
Shinoda.

En el andlisis cromatografica del extracto de acetato de etilo bajo luz UV se
lleg6 a caracterizar los compuestos fendlicos, las cuales se evidenciaron por
las fluorescencias color amarillo, violeta, verde y marron. Y en la lectura
espectral de rango 200 — 400 nm, se mostraron picos de maximas
absorbancias que podrian corresponder a acidos fendlicos o flavonoides.

En el estudio histopatoldgico de los tejidos gastricos extirpados utilizando la
técnica de hematoxilina — eosina, en un modelo de Ulcera gastrica aguda
inducida por etanol 96%, siendo asi, es concordante con los que recibieron
la dosis 2,0 mg/kg de compuestos fendlicos, s6lo se han visto discreto
edema.

La dosis con mayor actividad gastroprotectora de los compuestos fendlicos
en “cobayos”, en un modelo de ulcera géastrica aguda inducida por etanol

96%, es la de 2,0 mg/kg con porcentaje de inhibicion de 96,8% e indice de
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ulceraciéon media de 0,3, estadisticamente diferente al grupo control (p =
0,000).
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios farmacolégicos in vivo que demuestren con mayor
precision la actividad gastroprotectora de los fenoles de aislados de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”.

Elucidar la estructura quimica de los compuestos fendlicos de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal” y ensayar su actividad gastroprotectora.
Desarrollar formas farmacéuticas a base de los compuestos fendlicos de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” y evaluar su actividad
gastroprotectora.

Realizar estudios de toxicidad de los compuestos fenoles de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal”.

Realizar analisis histopatolégico del tejido gastrico en el modelo
experimental de ulcera gastrica aguda inducida por etanol 96% en cobayos
raza PerQ.

Validar las escalas de la evolucion macroscoépica de lesiones gastricas con

andlisis histopatolégica, en cobayos raza Pera.
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Anexo 1. Certificado de identificacién botanica del “nogal”’. Ayacucho 2016.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE

“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, gl Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Romel, HUACHACA LAURA,
ha solicitado 1a identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y clasificada segin el Sistema de Clasificacién de
CRONQUIST, A. (1988). y es como sigue :

DIVISION $ MAGNOLIOPHYTA

CLASE A MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE 2 HAMAMELIDAE

ORDEN 2 JUGLANDALES

FAMILIA s JUGLANDACEAE
GENERO : Juglans

ESPECIE : Juglans neotropica Diels.
Nombre vulgar. “nogal ”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para los fines que
estime conveniente.

Ayacucho 08 de Setiembre del 2 016

9%
3 o \
S ‘%.J.ﬁ(;;;m—-
"'A-‘!'Q.;-W JEFE
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Anexo 2. Extraccion e identificacion cualitativa de los compuestos fendlicos de
las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”. Ayacucho 2017.

a, Muestra seca y molida; b, extracto hidroalcohdlico; c, extraccion liquido — liquido; d, concentracién al vacio;

e, reacciones de FeCl; (azul negruzco) y Shinoda (rojo).
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Anexo 3. Separacion cromatogréfica de los compuestos fendélicos de las hojas
de Juglans neotropica Diels “nogal”. Ayacucho 2017.

c D
a, placa cromatografica conteniendo muestras de extracto de acetato de etilo por cuadruplicado; b, cubeta

cromatografica conteniendo sistema de solventes y placa con muestra; ¢, placa con muestras separadas, y d,

fluorescencias vistas bajo luz UV.
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Anexo 4. Gréafica de las lecturas espectrales realizado en el espectrofotometro
Genesys 6. UV/VIS de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal”. Ayacucho 2017.
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Anexo 5. Etapas de la evaluacion de la actividad gastroprotectora y
antisecretora de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal” en cobayos. Ayacucho 2017.

AM 294 anaou
4
uJ .

(s oo

3

AM 4:02 MAY/24

e F

a, administracién de tratamientos; b, laparotomia; ¢, medicion del volumen gastrico; d, medicion del pH; e,

2017

AM 5. 2’\MA»H 24/2017

valoracion segun las escalas de lesion, y f, conservacion de los tejidos en formol.
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Anexo 6. Matriz de variables de estudio. Ayacucho 2017.

Tratamiento pH Cont. Gastr. (mL) Marhuenda Alada
basal 2,4 52 0,0 0,0
basal 2,2 5,6 0,0 0,0
basal 2,1 5,3 0,0 0,0
basal 2,0 6,0 0,0 0,0
basal 1,9 4,9 0,0 0,0
basal 1,9 4,2 0,0 0,0
basal 2,0 51 0,0 0,0
basal 2,2 54 0,0 0,0
control 2,2 6,2 8,0 3,0
control 2,8 52 7,0 3,0
control 3,6 53 8,0 2,0
control 2,5 6,3 8,0 2,0
control 3,4 5,6 8,0 3,0
control 54
control 6,2
control 6,1
omeprazol 5,6 5,0 3,0 2,0
omeprazol 4.8 51 2,0
omeprazol 5,7 52 3,0 2,0
omeprazol 51 1,0
omeprazol 51 2,0 2,0
omeprazol 51 2,0 1,0
omeprazol 5,0 1,0 1,0
omeprazol 52 1,0 2,0
sucralfato 2,5 7,2 0,0 0,0
sucralfato 2,4 6,2 1,0
sucralfato 3,6 57 1,0 1,0
sucralfato 2,3 8,0 1,0 1,0
sucralfato 3,8 6,5 0,0 0,0
sucralfato 2,4 6,0 0,0 0,0
sucralfato 0,0 0,0
sucralfato 1,0 1,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,9 5,0 2,0 1,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,7 5,3 3,0 2,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,9 5,8 2,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,8 5,0 1,0 1,0
fenoles 0,5 mg/kg 3,2 5,4 3,0 2,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,8 4.4 2,0 1,0
fenoles 0,5 mg/kg 2,8 8,0 1,0 1,0
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fenoles 0,5 mg/kg - 3,0 2,0
fenoles 1,0 mg/kg 2,3 6,0 0,0 0,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,3 51 1,0 1,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,2 6,3 0,0 0,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,2 6,0 2,0 1,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,7 0,0 0,0
fenoles 1,0 mg/kg 2,9 0,0 0,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,5 0,0 0,0
fenoles 1,0 mg/kg 3,4 1,0 1,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,8 6,4 1,0 1,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,8 8,0 1,0 1,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,3 8,2 0,0 0,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,2 6,5 0,0 0,0
fenoles 2,0 mg/kg 4.8 7,0 0,0 1,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,9 9,0 0,0 0,0
fenoles 2,0 mg/kg 2,8 6,0 0,0 0,0
fenoles 2,0 mg/kg 3,6 0,0 0,0
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Anexo 7. Porcentaje de inhibicion de la ulceracibn segun la escala de
Marhuenda. Ayacucho 2017.

Tratamiento Puntaje Promedio Inhibicion (%)
Control 39 7,80 0,0
Omeprazol 12 2,00 74,4
Sucralfato 3 0,43 94,5
fenoles 0,5 mg/kg 15 2,14 72,5
fenoles 1,0 mg/kg 4 0,50 93,6
fenoles 2,0 mg/kg 2 0,25 96,8
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Anexo 8. Porcentaje de inhibicién de la ulceracion segun la escala de Alada et
al. Ayacucho 2017.

Tratamiento Puntaje Promedio Inhibicion (%)
Control 13 2,600 0,0
omeprazol 13 1,625 37,5
sucralfato 4 0,500 80,8
fenoles 0,5 mg/kg 12 1,500 42,3
fenoles 1,0 mg/kg 3 0,375 85,6
fenoles 2,0 mg/kg 3 0,375 85,6

52



Anexo 9. Andlisis de varianza y subconjuntos homogéneos (HSD Tukey) del pH
y contenido géstrico (mL). Ayacucho 2017.
Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 24,065 6 4,011 14,262 ,000
pH Dentro de grupos 10,687 38 ,281
Total 34,752 44
Contenido Entre grupos 26,455 6 4,409 7,717 ,000
géstrico (mL) Dentro de grupos 23,425 41 571
Total 49,879 47

pH (HSD Tukey®")
Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 > 3

Basal 8 2,0875

Sucralfato 6 2,8333 2,8333

fenoles 0,5 mg/kg 7 2,8714 2,8714

Control 5 2,9000 2,9000

fenoles 2,0 mg/kg 8 3,0250 3,0250

fenoles 1,0 mg/kg 8 3,1875

omeprazol 3 5,3667
Sig. ,065 ,914 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,748.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo. Los niveles de
error de tipo | no estan garantizados

Contenido gastrico (mL) (HSD Tukey*")

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 > 3
omeprazol 8 5,1000

basal 8 5,2125

fenoles 0,5 mg/kg 7 5,5571 5,5571

control 8 5,7875 5,7875

fenoles 1,0 mg/kg 4 5,8500 5,8500

sucralfato 6 6,6000 6,6000
fenoles 2,0 mg/kg 7 7,3000

Sig. ,563 ,191 ,640

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 6,497.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media

c. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo. Los niveles de
error de tipo | no estan garantizados.
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Anexo 10. Analisis de subconjuntos homogéneos (HSD Tukey) entre control y
tratamiento de los variables dependientes pH y contenido gastrico (mL).
Ayacucho 2017.

Intervalo de
confianza al 95%
Variable {) Q)] Error Sig. Limite Limite
dependiente Tratamiento  Tratamiento estandar inferior  superior
basal ,30232 129 -,1282 1,753

omeprazol ,38729 ,000 -3,671  -1,261
sucralfato ,32112 1,00 -9325 1,065

PH control  — oles05 31052 100 -9376 994

mg/kg

fenoles 1,0  ,30232 960 -1,228 ,6532
mg/kg

fenoles 2,0  ,30232 1,00 -1,065 ,8157
mg/kg

basal ,37793 731  -5963 1,746

omeprazol 37793 ,543 -,4838 1,858

sucralfato ,40821 436 -2,077 4527

Contenido control fenoles 0,5  ,39120 997  -9821 1,442
géstrico mg/kg

(mL) fenoles 1,0  ,46287 1,00 -1,497 1,372
mg/kg

fenoles 2,0  ,39120 007  -2,724  -300
mg/kg
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Anexo 11. ANOVA de Kruskal- Wallis y comparaciones multiples del indice de
ulceracion segun la escala de Marhuenda y Alada et al. Ayacucho 2017.

Hipotesis nula

Prueba Sig. Decision

La distribucion del indice de
ulceracion segun la escala

Prueba de Kruskal — Wallis
Rechazar la

de Marhuenda es la misma  para muestras 0,000 .-, "°
. ! ; hipotesis nula
entre las categorias de independientes
tratamiento.
La distribuciéon del indice de
ulceracién segun la escala Prueba de Kruskal — Wallis
. Rechazar la
de Alada es la misma entre  para muestras 0,000 hibbtesi
] ! i ipétesis nula
las categorias de independientes
tratamiento.
Estadistico Error Desv. Sj
Muestra 1 - Muestra 2 de . Estadistico de Sig. >19.
estandar Ajust.
contraste contraste
Marhuenda
Fenoles 2,0ma/kg - 1,625 3,956 0,411 0,681 1,000
fenoles 1,0mg/kg
Fenoles 2,0mg/kg 10,875 4,095 2,656 0,008 | 0,048
fenoles 0,5mg/kg
Fenoles 2,0mg/kg - 17,875 4,511 3,963 0,000 0,000
control
Fenoles 1,0ma/kg - 9,250 4,095 2259 0024 0,143
fenoles 0,5mg/kg
Fenoles 1,0mg/kg — 16,250 4,511 3,602 0,000 = 0,002
control
Fenoles 0,5mg/kg - 7,000 4,633 1,511 0,131 0,785
control
Alada
Fenoles 1,0ma/kg - 0,000 4,059 0,000 1,000 1,000
fenoles 2,0mg/kg
Fenoles 1,0ma/kg - 10,250 4,059 2,525 0,012 0,069
fenoles 0,5mg/kg
Fenoles 1,0mg/kg - 16,950 4,268 3,662 0,000 = 0,001
control
Fenoles 2,0ma/kg - 10,250 4,059 2,525 0,012 0,069
fenoles 0,5mg/kg
Fenoles 2,0mg/kg - 16,950 4,628 3,662 0,000 = 0,001
control
Fenoles 0,5mg/kg - 6,700 4628 1,448 0,148 0,886
control

Cada fila prueba la hipétesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son las mismas.
Se muestran las significancias asintoticas (pruebas bilaterales). El nivel de significancia es de 0,05.
Los valores de significacion se han ajustado con la correccién Bonferroni en varias pruebas.
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Anexo 12. Matriz de consistencia. Ayacucho 2016.

TITULO: Actividad gastroprotectora y antisecretora de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal’. Ayacucho
2017.
Autor: ROMEL HUACHACA LAURA

Problema Objetivos Hipotesis Marco tedrico Variables Metodologia

¢Tendran General: Los compuestos  Antecedentes del Independiente: Tipo de investigacién

actividad Evaluar la actividad fendlicos aislados estudio Compuestos fendlicos Bésica — experimental.

gastroprotectora y gastroprotectora y de las hojas de Aspectos botanicos  aislados de las hojas  Poblacion

antisecretora de antisecretora de los Juglans de Juglans de Juglans neotropica Hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” que

los  compuestos compuestos fendlicos neotropica Diels  neotropica Diels. Diels “nogal” crece en el distrito de Ayacucho, provincia de

fendlicos aislados aislados de las hojas de  “nogal” tienen “nogal” Indicador: Huamanga a 2750 msnm.

de las hojas de Juglans neotropica Diels actividad Ulcera péptica Dosisde 0,5;1,0y 2,0 Muestra

Juglans neotropica “nogal” en cobayos a gastroprotectoray Patogenia de la mg/kg. 3 kg de hojas frescas de Juglans neotropica

Diels “nogal” en diferentes dosis. antisecretoraen  Ulcera gastrica Diels “nogal”.

cobayos? Especificos: cobayos. Compuestos Dependiente: Animales de experimentacién

e Identificar la presencia fendlicos con Actividad 56 cobayos machos de la linea Pera

de compuestos actividad gastroprotectora 'y adquiridos  del Instituto Nacional de
fendlicos y flavonoides gastroprotectora y antisecretora Investigacion Agraria (INIA), adultos entre 400
en el extracto obtenido antisecretora. Indicador: - 500 g de peso.
de las hojas de Porcentaje de Obtencidn del extracto hidroalcohdlico
Juglans neotropica inhibicién Aislamiento de compuestos fendlicos

Diels.

e Caracterizar
cromatograficamente
los compuestos
fendlicos aislados.

¢ Realizar el estudio
histopatoldgico de los
tejidos gastricos
extirpados.

e Determinar la dosis con

mayor actividad
gastroprotectora y
antisecretora.

ulcerogénica, pHy
volumen del contenido
gastrico.

Evaluacién de la actividad gastroprotectora
y antisecretora en cobayos. Se empleara el
modelo experimental descrito por Hurtado, con
algunas modificaciones.

Analisis de datos

Los datos seran procesados utilizando el
paquete estadistico SPSS (stadistical package
for social sciences), version 24.0, afio 2016. Se
aplicard el analisis de varianza (ANOVA). Se
considera significativa una p<0,05, con
intervalo de confianza al 95%. Se determinara
la media y desviacion estandar de los valores
individuales obtenidos para los animales de
cada grupo.
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