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TITULO : Efecto citoprotector gastrico del extracto hidroaicohélico del talio de Abuta
grandifolia (Mart.) Sand-With. “rat6n ratén” en ratas albinas. Ayacucho —2009.

AUTOR : Bach. Luis Enrique MEZA ORE

ASESOR: Mg. QF. Enrique Javier Aguilar Felices

RESUMEN

En el presente trabajo se determiné el efecto citoprotector gastrico del extracto
hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. en ratas albinas. Abufa
grandifolia (Mart) Sand-With. conocida como “raton raton®, es utilizada en la medicina
popular para el fratamiento de afecciones estomacales y pancredticas. El material vegetal
fue recolectado en & Centro Botanico Medicinal de Essalud de la ciudad de iquitos,
departamento de Loreto; siendo el propgsito del estudio el efecto citoprotector gastrico de
Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. y determinar {a concentracién eficaz El extracto
hidroalcohblico se obtuvo por el método descrito por Lock (Lock, 1994), administrado por
via orat; la ulceracién gastrica fue inducida segtn el método de etanol a 75% descrito por
el Programa lberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED, 2001).
Se tuvieron los siguientes lotes: control, patron (ranitidina), problema (extracto a
concentraciones 50, 100, 150 y 200 mg/kg de peso de rata) y el testigo (etanol); los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y mediante necropsia, se aislaron los
estémagos de las ratas evaluandose: apariencia de mucosa gastrica, tamafio y el nGmero
de diceras, pH, concentracién de proteinas totates, volumen y peso de moco. Los
resultados sefialan que las dosis probadas mostraron efecto gastoprotector contra Giceras
gastricas, siendo la dosis de 150 mg, la mas eficaz obteniéndose un porcentaje de
inhibicion en fa induccién de la Gicera gastrica alcanzando una capacidad maxima de
89%, mejor al reportado por el patrén; en cuanto al namero de Glceras menores o iguales
a 1mm posee un promedio de 1.6 Giceras que oscila entre esa longitud, y en cuanto a las
Uiceras mayores que 1mm no se pudo observar ninguno, por su parte el pH resutto con un
promedio de 4.87, en promedio ia concentraci6n de proteinas totales es de 48.9 mg/mL,
de igual modo en ef caso del volumen y peso del moco gastrico es de 1.04 mL y 0.939 g
respectivamente; todo estos resultados son los mas 6ptimos de la dosis mencionada.
Los parametros observados presentaron afta significancia (p<0.05), sugiriendo fa
responsabilidad de estos efectos a metabolitos secundarios presentes en el extracto:
lactonas y flavonoides a quienes se les atribuye la proteccion de 1a mucosa géastrica.

Palabras clave: citoprotector, Abuta grandifolia, Gicera gastrica.
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i #ERODUCCION

En los paises en vias de desarrolio como es el caso del Peri la medicina
tradicional es una alternativa accesible y ventajosa para la practica convencionat
en ¢ tratamiento de diversas enfermedades, con mayor razon para la poblacién
que tiene acceso directo a los diferentes recursos vegetales. De ahi que la OMS
propiciara a mediados de los ochenta ta aceptacién y puesta en practica, por
parte de las autoridades gubemamentales, de las mal #lamadas medicinas
altemmativas, dando un especial interés a la investigacién y prescripcion de
plantas con propiedades curativas (Font Quer, 1981).

Basandose en la medicina tradicional es necesario rescatar las virtudes
terapéuticas de algunas plantas; segin (Coetho 1992), en la Amazonia Brasifefia
a la Abuta grandifofia (Mart) Sand-With se le considera efectiva en el
tratamiento de malaria, enfermedades hepaticas y Ulceras gastricas; por eso es
necesario el estudio cientifico de la propiedad citoprotectora gastrica, los
metabolitos secundarios presentes en ella y encontrar una nueva molécula que
posea un efecto farmacologico y asi contribuir en la sociedad para el uso
adecuado de ios mismos.

tas enfermedades mas comunes de ta mucosa gastrica son la (lcera pépticas
(gastricas duodenales), gastritis y cancer gastrico. En la mayoria de los casos



&sias sifermedades se acompafian de anormalidades de la secrecion gastrica
(acido y pepsina) o de ta secrecién de mucosa gastrica. Cuando se considera la
fisiopatologia de estas enfemmedades, es necesario comprender ef concepto de
citoproteccion como la capacidad de algunas sustancias de proteger ta mucosa
gastroduodenat de su erosién y alteracién lo cuat se comprende por ta cantidad
de agresion y la capacidad de defensa de la mucosa gastrica (Herrerias y Col,
1997)

Las enfermedades como la Ulcera péptica, en opinionh de algunos
investigadores la padecen entre 4 a 10 % de personas, durante toda su vida, en
opinion de otros es det 15% (Arroyo, 1999), particutarmente en nuestra
provincia, segun las recetas del area de Farmacia def Hospitat II EsSalud de
Huamanga las enfermedades gastricas se presentaron hasta en un 10.33%
ocupando un fercer lugar de incidencia en patologias en todo el afio 2009. En
efecto es una tasa alarmante, siendo el gasto importante para et tratamiento de
las mismas, aunando a las molestias gastricas caracteristicas (acidez, reflujo,
dolor epigastrico quemante) producido por analgésicos antimftamatorios no
asteroideos (AINEs) y algunos quimioterapicos, teniendo dentro det arsenal
farmacoldgico varias formas de combatir este problema y no tan reciente pero
mas conveniente el uso de los citoprotectores gastricos, entre los cuales se
hacen mencidn a especies vegetales como Abufa grandifofia (Mart.) Sand-With.
conjuntamente a otras que ya han demostrado esta actividad, habiendo
sospechas de la responsabilidad de este efecto a metabolitos secundarios
presentes reportados en esta especie como son. lactonas, probablemente
mediada por prostagtandina enddgena estimutada por una reaccion de Michael,
que se traducird en un aumento de produccion de moco, bicarbonato,
vasodilatacion microcircutatoria local e inhibicion de la produccion de
hidrogeniones; y los flavonoides (Marumatsu y Col, 1992), que han demostrado



t=zxieo del influjo de calcio y de la 5-lipooxigenasa que se traduciria en la
inhibicion de ta bomba H+K+ATPasa dependiente y de ta formacién de radicates
ibres de oxigeno que aparecen en los fenémenos de inftamacion,
particutarmente a ptanta comtnmente denominada “raton raton® tiene por habitat
natural nuestra selva amazénica, no existiendo empero estudios tendientes a
demostrar por ejemplo dosis optimas de uso, debido a que segin trabajos
reportados, especies del mismo género han mostrado efectos terapéuticos en
diferentes modelos convencionales; por lo que en la presente investigacion se
plantearon los siguientes objetivos:

GENERALES:
v" Determinar el efecto citoprotector gastrico del extracto hidroalcohético del tallo
de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. ‘ratén ratin® en ratas albinas con

dafio gastrico.

ESPECIFICOS:
v Determinar los metabolitos secundarios presentes en la especie Abuta
grandifolia (Mart.) Sand-With. “ratdn ratén® mediante identificacion cuatitativa.

v Determinar fa dosis Optima del extracto hidroalcohblico del tallo de Abuta
grandifolia (Mart) Sand-With. “ratén raton® que actué como agente

citoprotector gastrico.

v' Comparar el efecto citoprotector gastrico del extracto hidroalcohdlico det tallo
de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. “ratéon ratdon”™ en relacién con la

ranitidina.



. #%ARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

La medicina tradicional, es un conjunto de conocimientos y practicas que
tienen como fundamento el saber médico ancestral de ta poblacion, viene hacer
en la actualidad el nuevo enfoque de ia fitoterapia que ha impulsado la
investigacién de plantas medicinales, iniciando por el andlisis fitoquimico,
sintesis de moléculas y control farmacoiégico.

El estudio de a actividad citoprotectora de productos naturales es reciente en
nuestra universidad, sin embargo en el dmbito nacional e intemacional es un
tema muy discutido. Gamberini y Col. {1991), demostraron la inhibicion de
secrecion gastrica por un extracto de Bacharis fnmera, de igual forma, Giordano
y Col. (1990) demostraron el efecto gastrico citoprotector de varias
sesquiterpenlactonas y lactonas provenientes de varias especies de piantas
nativas argentinas.

En ia actualidad el Perd es el tercero de quince paises con mayor
Biodiversidad en el mundo y posee aproximadamente 80,000 especies vegetales
de las cuales a un 40% se fe atrbuye propiedades medicinales y nutricionales,
condiciones que otorgan a nuestro pais una excelente ventaja comparativa, la
misma que no estd siendo aprovechada adecuadamente, es asi que en el
ambito mundial se conoce que mas del 80% de 1a poblacién en algiin momento

4



a& s ¥ida ha hecho uso de algiun tratamiento de Medicina tradicional (Arteche,
1995). Se conoce que e 50% de tas especies bioldgicas del mundo se

encuentran en las selvas hiimedas y tropicales.

En cuanto a trabajos de investigacidn cientifica que se van realizando a las
especies de Abuta, en la Universidad Nacional de San Marcos se han venido
desarroitando trabajos de tos cuales podemos mencionar:

Rojas y Col (2001)."Efecto antitumoral de los alcaloides hidrosolubles de
Abuta grandifolia (MART) Sandwith, en linea celular HEP-2°, Instituto de
Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales de ia Facultad de Fammacia y
Bioquimica de fa UNMSM,, quienes encontraron efecto antitumoral por parte de
los metabolitos secundarios de Abuta grandifolia. Por otro lado los estudios
realizados a esta especie, mencionan su usoc en la preparacién de Abuta
grandifolia entre los grupos étnicos como los Siona, Karijona, Andoke, Taiwano y
Makuna del Noroeste Amazdnico.

Los Siona también fe atribuyen propiedades febrifugas a fa infusién de las
hojas. Los quechuas en Ecuador preparan compresas con fas hojas previamente
hervidas, con el objeto de lavar infecciones oculares y picaduras de serpientes.

En la Amazonia Brasileia se le considera efectiva en el tratamiento de fa
malaria, {as enfermedades hepaticas y Ulceras gastricas, citado por (Coetho,
1992). Los Ese'eja de ta Amazonia Peruana utilizan ta infusion de la corteza para
tratar ifa tuberculosis y las “hemorragias pulmonares”, en tanto que los
Machiguenga le atribuyen propiedades contraceptivas. La decoccion de la raiz
tiene propiedades antianémicas y ténicas.

La corteza y tas raices, en combinacidon con miel de abeja, en el tratamiento
de la esterifidad femenina y de las hemorragias post-menstrual (Desmarcheleir y

Witting,2000).



2.2. Afrta grandifolia (Mart) Sand-Wrth. “raton raton”

2.2.1. Ctasificacion sistematica de Ia planta

REINO . Plantae

DIVISION - Antophyta (Angiosperma)

CLASE . Dicotiledonaeae

SUBCLASE . Archyclamideas

ORDEN : Ranales

FAMILIA : Menispermaceae

GENERO . Abuta

ESPECIE . Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With
N. V. . “ratén ratdn”, “caimitillo”, sanando®, “soga”.

Determinado segun el sistema de clasificacion de Engler y Prantl, modificado

por Melchior (Anexo N°01)

2.2.2. Familia Menispermaceae

Las menispermaceas son una familia de los Angiospermas del Orden
Ranuncutales, las cuates consta de 71 géneros con unas 450 especies, que se
distribdyen por areas tropicales a baja altitud, legando algunas a alcanzar zonas
templadas y regiones aridas. Poseen hojas altemas, espirales, simples, enteras,
dentadas, lobuladas a palmatifidas, frecuentemente peltadas, pecioladas,
peciolo frecuentemente putvinado en ambos extremos, sin estipulas, a veces con
espinas derivadas de los peciolos, nerviacion paralefinervia, pinnatinervia o
frecuentemente palmatinervia, bifaciates, raramente isofaciales, en Angelisia y
Anamirta con hidatodos derivados de tricomas, domacios presentes en 5
géneros en forma de criptas o mechones de pelos. Estomas de diferentes tipos,

frecuentemente ciclociticos.



Pessssy tallos de crecimiento rapido, con nudos frilacunares. Filoclados
presentes en Cocculfus balfourii. Esta familia son plantas dioicas, a veces flores
perfectas, con Inflorescencias en racimo, panicula, o tirso con inflorescencias
parciales en cima, a veces en cimas capituliformes o pseudoumbelas, muttifioras,
raramente flores solitarias o pareadas, axilares 0 en ramas afilas o en troncos
caufifloria, frecuentemente menos ramificadas en los pies femeninos (Ferreyra,
1986).

Las flores son pequefias, regulares a zigomédrficas ciclicas a iregultarmente
espirales, hipdginas, basicamente trimeras. Receptaculo a veces con gindforo
desarrollado. Los sépalos (1-)3-12 o mas, usualmente en (1-)2(-mas) verticilos
de 3, raramente de 6, libres a ligeramente soldados, imbricados ¢ valvados, a
veces menos numerosos en las flores femeninas. Pétalos 0-6, en 2 verticilos de
3, raramente de 6, libres o soldados, frecuentemente abrazando el estambre
opuesto, a veces menos numerosos en las flores femeninas. Androceo de (1-)3-
6(-40) estambres fibres del perianto, libres o soldados entre si en 2-5 fasciculos
o monadeifos, usuaimente en 2 verticilos, anteras tetrasporangiadas, raramente
biesporangiadas o© monotecas, introrsas, dehiscencia por hendiduras
longitudinales, oblicuas o transversales. Flores femenmas a veces con
estaminodios. Gineceo apocarpico, supero, de (1-)3-6(-32) carpelos, usualmente
opositipétalos, estigma apical, seco, no papiloso, 6vulos 2 por carpelo,
anatropos, hemianatropos o campilétropos, uni- o bitégmicos, crasinucelados, el
superior epitropo y fértil, el inferior apétropo y abortivo, placentacion marginal
ventral con flores masculinas a veces con carpelodios.

Su frutoc de esta familia estd compuesto, cada unidad en drupa recta o
aplastada y asimétrica, mas o menos estipitada (rara vez s6lo una desarrollada),
no coalescentes, exocarpo subcoridceo o membrancso, mesocarpo pulposo,

camoso o fibroso, endocarpo lefioso a pétreo, rugoso, tubercutado, equinado o



oo s88ado, a menudo con un entrante de la placenta denominado cdndilo. Sus
semillas son ligeramente curvadas a espirales (Limaciopsis, Spirospermum), con
endospermo ausente o presente, total o sélo ventraimente ruminado, o no
ruminado, oleoso, embrion recto o curvo, con 2 cotiledones planos o cilindricos,
foliaceos o camosos, divaricados o aplicados. Poseen polen ftricolpado, sin
opérculo ni costillas, téctum permreticutado, con cotumetas, endexina granutar;
puede pasar a colporado (Abuta), sincoiporado (Tinospora), pororado,
hexacriptoporado o a § aperturas. El nimero cromosémico: x = 11, 13, 19, 25. 2n
puede llegar a 52 (Ferreyra, 1986).

Dentro de los bejucos tefiosos volubles (antthorarios) (Stephania en sentido
horario) o enredaderas, raramente arbustos erectos o arbolitos, mas raramente
hierbas o epifitas {Stephania cyanantha), perennifolios o caducifotios, con pelos
simples a uniseriados.

Las menispermaceas habitan sobre todo las selvas tropicales de baja altitud
(hasta 2100 m), donde son trepadoras, pero algunos géneros y especies se han
adaptado a sitios aridos (las especies de Antizoma a los desiertos sudafricanos o
Cocculus balfouri con sus filéclados a la isla de Socotra) y ofras a climas
templados. Se ha detectado en Menispermum la modalidad fotosintética C,.

La familia es muy rica en compuestos bencilisoquinoleinicos (alcaloides) y
lignanos del tipo del furofurano, flavonas y flavonoles y algunas
proantocianidinas, llamando ia atencién la gran diversificacién de aicaloides
derivados de ia benciltetrahidroisoquinotina y de la aporfina, acumulados en
forma de dimeros, o mismo que los alcaloides derivados del morfinano y del
hasubanano, y de otros tipos muy diversos de atcaloides, como ios derivados del
azafiuoranteno. Presentan asimismo sesquiterpenos del tipo de la picrotoxina y

diterpenos del tipo de fa columbina, mientras que los triterpenos son escasos y



ast &po del oleanano. Se han encontrade ecdisonas esteroideas. Algunas
especies son cianogenséticas.

Las menispermaceas se han utilizado en la farmacopea popular y de ellas se
han extraido farmacos de gran utitidad en la medicina contemporanea,
provenientes de esos alcaloides, como fa tubocurarina del curare, veneno
empleado por los indigenas sudamericanos para emponzofiar sus dardos,
obtenidos de especies de Curarea, Chondrodendron, Sciadotenia y Telitoxicum;
en asia se usaba un veneno simitar (ipos) obtenido de diversas especies de
Anamirta, Tnospora, Coscinium y Cocculus. Las menispermaceas son un grupo
de Angiospermas que se incluyen en ef clado Eudicotitedoneas. Su estructura
fioral trimera es reminiscente de las lardizabataceas y berberidaceas, de las que

difieren por otros caracteres importantes (Rojas y Col. 2001).

2.23. Género Abuta

Se encuentra distribuida ampliamente en {a cuenca amazédnica. En el Perti se
encuentra en los departamentos de Loreto (Momon, ric Nanay- Carretera Iquitos-
Nauta km 15.5; Corazdn de Jests, rio Mazan; Ltachapa, ric Napo; Panguana y
zona rioc Amazonas; Tahuayo, rio Tahuayo, Contamana; San Martin; Ucayal;;
Madre de Dios; Cerro de Pasco; Huanuco y Amazonas (Desmarcheleir y Witting
2000).

2.2.4. Descripcion Botanica

Liana robusta, aplanada, con ramas glabras. Hojas glabras, ovadaoblongas o
intimamente oblonceotadas, acumminadas, con el timbo de color verde palido,
de 10 a 20 cm de longitud y 6 a 12 cm de ancho, con nervaduras palmeadas.
Inflorescencia estaminada de 2 a 8 cm de tongitud. Fruto drupa efipsoide, gtabro,

de color amarillento, de 2 a 2,5 cm de iongitud.
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E! cfima adecuado son zonas tropicales humedas, con precipitacion pluvial de
1150 a 3400 mm anuales, temperatura media anual de 22,5 a 27° C, altitud entre
117 a 450 msnm. Y se encuentran en suelos arenoso o arcilloso, con escasa ¢
abundante materia organica (1,3% a 4,5%) y que pueden ser extremadamente
acidos (pH 3,7).

El habitat es en &eas no inundables o inundables con creciente alta
considerandosele como medianamente resistente a inundaciones.

Se le encuentra cerca y tejos de intensidad fuminosa de intermedia a sombreada.
Comparte su habitat con las siguientes especies: aguaje, anona, ayahuma,
capirona, capinuri, chambira, cedro, nispero, pijuayo, pifia, poma rosa, shimbilo,
tangarana, ubos, ufia de gato.

La época de siembra recomendable se da a inicios de fa época Hluviosa; en la
zona de lquitos se presenta entre los meses de noviembre y diciembre.

Para fas labores de cultivo se debe efectuar podas esporadicas para facilitar la
cosecha y controt de malas hierbas en las etapas iniciales del desarrolio, dentro
de sus enemigos naturates también estan las hormigas (himendpteros); chinches
(homopteros) y papasos (coledpteros).

tas propuestas de cultivo es sembrar al pie de los arboles en bosques
primarios y secundarios 0 en asociacion con especies forestales tales como
cedro, tomillo, moena, marupa, bolaina o capirona, tas cuales deben cumplir la

funcion de tutores vivos.

La propagacion se obtiene mediante semilla sexual o estacas de tallo. Las
estacas procedentes de la parte basat de {a planta no dan buenos resultados, de
60 estacas que se sembraron solo en una germinaron fas hojas, pero no enraizo.

(Ferreyra, 1986).
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22.8. Composicion Quimica
Dentro de su composiciin podemos mencionar a los metabolitos secundarios
como son las Saponinas, flavonas, alcaloides (bencil-isoquinolinico, paimatina),

lactonas y taninos (Lock, 1994).

H,CO SN
H3CO = Nifc}h
5 CH,
HO F
HsCO
Menisperina Berberina

2.2.6. Usos tradicionales

La especie Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. es usado por gran parte de
toda la poblacidn nativa como analgésico dental, tonico cerebral, anemia,
colesterol, colico menstrual, diabetes, dismenorrea, esterilidad femenina, fiebre,
hemorragia post-menstrual y post operatoria, paludismo, reumatismo, tifoidea,
ulceras estomacales. También tenemos que mencionar que el extracto del
machacado de las hojas, cortezas y raices se utiliza como afrodisiaco

(Desmarcheleir y Witting 2000).

2.3. CITOPROTECCION GASTRICA

Se denomina como citoprotector gastrico a aguellas sustancias, que ejercen
proteccién a las células de un 6rgano contra agentes agresores o como la
capacidad de mecanismos distintos a fa inhibicion de fa secrecion acida gastrica.
El concepto de citoprotector también engloba a aquellos farmacos o sustancias
capaces de proteger a fa mucosa frente a fa agresidon por mecanismos no

relacionados a la inhibicion de la secrecion acida.
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ta finalidad de los citoprotectores gastricos es favorecer los mecanismos
protectores de |2 mucosa gastroducdenal. Una vez que se ha alterado el
equilibrio “cantidad de agresién/capacidad de defensa de la mucosa” (Espluges y
Col, 1997).
Entre los principales citoprotectores gastricos tenemos:

v Prostaglandinas exégenas

Factores de crecimiento
Oxido nitrico
Mucus y bicarbonato como elemento de defensa.

Reparacidn, migracién y proliferacién epitelial.

AN N N

Oftros: lactonas, Sesquiterpentactonas, hidroxidos de calcio, magnesio,
aluminio o de bismuto coloidal, sucralfato, etc.

Teniendo en cuenta gue todos los elementos celulares de la mucosa
gastroduodenal (MGD), se renueva continuamente manteniende su integridsd
por la cinética epitelial, que cumple su ciclo, manteniendo un equilibrio entre la
destruccién y la regeneracién, gracias a la interaccidén dinamica de mditiples
mecanismos de defensa. Su integridad anatémica es de fundamental
importancia puesto que representa una bamrera entre el medio externo y el medio
intemo; y el conocimiento de la funcién defensiva o factores protectores tanto
para la agresién exdgena o luminal como para la enddgena o fnicrocirculatoria,
nos proporciona la base necesaria para la creacion de productos terapéuticos
capaces de mejorar el dafio en fa mucosa gastroduodenal (MAZURE, 2002).

De esta manera han sido denominados mecanismos de citoproteccion de
gastroproteccion o de vasoproteccion, debido a ello, la citoproteccién gastrica
tiene como caracteristicas fundamentales la renovacién continua de ta MGD, el
aumento de secreciones de la mucosa gastrica, como mecanismo comun,

angiogénesis en la zona agredida de la MGD, aumento de secrecion de Buffer
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HCO ; y por ultimo la eliminacién directa o indirecta de sustancias agresora a la

MGD (Mazure, 2002),

2.3.1. Mecanismos citoprotectores de algunas sustancias

El cambio celular continuo, mantiene la integridad del epitelio y su estimulacién
por las prostaglandinas enddgena por las prostaglandinas sintéticas, o
semisinteticas, exégenas (misoprostol) facilita su reparacion y cicatrizacion.
Siendo fundamentales en la reparacion celular de la MGD sometida a una
agresion continua e intensa. A nivel gastrico fas prostaglandinas €, £, y la
prostaciclina (PGl,) son las mas importantes desempefiando un papel importante
en la defensa de la mucosa frente a la agresion. Acttian como vasodilatadores
en el temitorio mucoso, incrementan la produccion de moco y bicarbonato,
estabitizan los lisosomas celulares y estimutan los fendmenos de diferenciacion y
profiferacion celular fras ef dafic mucoso (Mazure, 2002).

El factor de crecimiento epidermoideo (EGF), que se encuentra en Ia saliva, en
secrecion duodenal, es un polipéptido con 53 aminoacidos, que contribuye al
aumento de los efectos protectores con mayor produccion de las prostaglandinas
endogenas, y mayor flujo sanguineo mucoso. Ef factor basico de crecimiento
fibroblastico (FBCF), péptido de 146 aminoacidos, es un estimutante de la
neoformacién vascutar y del crecimiento de los fibroblastos y macréfagos del
epitelio, favoreciendo el tejdo de granutacion y cicatizacion con su capacidad de
inhibir a la secrecion acida y mayor actividad mitogénica, acelera la cicatrizacion
por rapida reepitelizacion.

La sustancia P, de 11 aminoacidos, ademas de sus funciones en el SNC a
nivel del fubo gastrico actia como un potente vasodilatador, estimutando fa
confraccion del muisculo liso intestinal, causa secrecion de las glandulas

salivales, diuresis, natriuresis en el rifion y otros (NINOMIYA 1995).
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Todos estos mecanismos requieren un pH luminal superior a 3.0, y de ahi la
importancia de los antisecretores como protectores de todos estos mecanismos.
La reparacion del epitelio que es un fendmeno fisiolégico nomatl y el flujo
sanguineo asegurado por una microcircutacion eficiente es una condicién
fundamental para mantener el equilibrio acido-base y la capacidad secretoria dei
acido. La secrecion y moco, bicarbonato y la permeabilidad mucosa de
hidrogeniones, juegan de la misma manera un rol importante en la
citoproteccion, que van a contribuir de manera vital a ta citoproteccion gastrica
(Guyton, 1992).

E! exceso de secrecion de acido y de pepsina puede ocasionar fa aparicion de
la tlcera péptica (gastrica o duodenal). La secrecion acida tiene lugar en las
células parietales de ta mucosa gastrica, que segregan HCl a la tuz gastrica,
haciendo que la concentracion molar de hidrogeniones sea notablemente
superior a la existente en la sangre que irriga Ias células parietales. Para vencer
este gradiente de concentracién existe en la membrana una bomba de protones
consistente en una enzima que intercambia H' con K* (ATPasa H'/K").

Los mecanismos regutadores mas importantes de la secrecion acida gastrica
se da cuando fa gastrina que es liberada desde tas célutas del antro por diversos
estimulos (alimentos, reflejos vagales, efc) interacciona con receptores
especificos localizados en la céluta parietal de ta gtandula oxintica y aumenta ia
secrecion acida. De ofra parte, estimuia ia liberacion de histamina de la células
paracrinas que, actuando sobre receptores H, de la célula parietal, promovera
igualmente el aumento de secrecion acida. El incremento de acidez que
provocan tanto gastrina como histamina al actuar sobre sus comespondientes
receptores en la célula panetal viene medido por una activacion de ia adelinato-
ciclasa, con la consiguiente formacion de AMP: que estmula la bomba de

protones (ATPasa H'/K'). Por su parte, la acetiicolina, fberada por fas
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terminaciones vagales, induce la liberacion de histaminas tras interaccionar con
los receptores muscarinicos M, localizadas en las células paracrinas. Las
prostaglandinas PGE, y PGE; actian sobre sus receptores en las células
parietales inhibiendo ia formacion de AMP., ejerciendo por tanto un efecto
opuesto al de la gastrina e histamina sobre la actividad de {a bomba de protones.
También actan sobre las células epiteliales, contiguas a las parietales,
regulando €l nivel de acidez al incrementar ia produccion de HCO;'.

L as prostaglandinas aumentan ademas {a produccidn de moco, que ejerce un

efecto protector sobre ta mucosa gastrica (Del Rio, 1996).

2.3.2. Mecanismos citoprotectores de algunas metabolitos secundarios
A. Lactonas y sesquiterpeniactonas

tas lactonas, flamadas también principios amargos son un grupo de
compuestos presentes en la Familia Menispermaceae, que han reportado
actividad antitumoral, antimicrobiana, fitotoxica, alergénica venenosa (LOCK,
1994), y ultimamente han reportado actividad citoprotectora gastrica. Por dos
rutas: produccion de prostagiandina enddgena y mediante fa reacciéon de
Michael.
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Figura 01: Estructuras molecutares del esqueleto de dos tipicas

sesquiterpeniactonas. (Lock, 1994).
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Segun los resultados alcanzados por (GIORDANO Y COL, 1992), sefialan que
el estudio de lactonas tipo guaiandlido y pseudoguaiandlidos presentes en
especies de la familia Menispermaceae, concluyeron que:

1. la presencia de un grupo a-metilen- -lactona es un requerimiento
estructural para la actividad citoprotectora gastrica.
2. la presencia de un doble enlace carbono-carbono adyacente al grupo

funcional lactonas es esencial para dicha actividad.
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Figura 02: Vista espacial de la interaccién molecular entre la forma de silla de
la tactonas y un (f) residuo bloqueable de cisteina (A) interaccion con el doble
entace C;-C, (B) interaccion con el doble enlace. (GIORDANO Y COL, 1992).
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lina wez encontrados centros potenciales activos de las lactonas, se concluye
que fa citoproteccion de estas es mediada a través de una reaccion de Michael,
entre residuos de sulfhidrilo enddgenos (de péptidos que contienen cisteina en la
mucosa) y aceptores Michael en fas molécutas de las lactonas.

La reaccidn se suscita bajo ciertas condiciones; un rasgo comun en su
estructura un a-metiten-y-lactona y un sistema a g-ciclopentona insaturado que
es el enlace carbono-carbono.

Estos dos grupos tienen una caracteristica comin: ambos pueden reaccionar
como aceptores Michael con grupos que contienen —SH en la mucosa. Es una
idea general que el mecanismo de adiciones Michael es influenciado por el pH.

Los alquil tioles tienen un pKa cerca a 10, y el pKa del acido de la enona
conjugada es aproximadamente de -5. Sin embargo, parece que la reaccion
procede via un aceptor Michael y el tiol desprotonado bajo condiciones basicas y
neutrales, mientras bajo condiciones acidas un mecanismo que envuelva a los
aceptores Michael protonados y un tiol neutral es mas razonable.

Mientras que el lumen del estomago es altamente acido fa adicion putativa
Michael ocure en la mucosa donde e pH esta cercano al neufral por
consiguiente la reaccidn probablemente sigue adefante via un tiol que se
encuentra desprotonado.

Para explicar ta reaccion de Michael de centros activos de las lactonas, de
doble enlace C;-C, y Cy-Ci3 donde estos Ultimos interachian con el suifuro
desprotonado del residuo cisteina, en las cuales fa distancia del estado de
transicion lega a ser de 3 A, que se encuentre dentro del rango de 1.8 A, que es
la distancia del entace covalente y 36 A, que es ia suma del enlace Van Der
Waals de sulfuro y carbono; donde se puede incluir la distancia del entace nuevo
que se formo.
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B. Flavonoides y quinonas
Los flavonoides son compuestos fenédlicos naturales de 15 atomos de carbono
en su nucleo basico; son en su mayoria pigmentos responsables de {a coloracion
de numerosas flores y de algunos frutos. E! término flavonoide tomado en su
mas alto sentido se aplica a estructuras muy diversas:
- 2-fenil cromonas: flavonas, flavonoides, flavonoles (Bruneton, 1991)

- Flavinos: antocianos
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Figura 03: Estructura molecular del esqueleto de los flavonoides. En el cual
el anillo A es el derivado de la cadena policetidica, el anillo B es derivado del
acido shikimico y los tres atomos de C; que unen los anillos A y B, que

corresponde a la parte alquilica del fenilpropano (Lock, 1994).

Existe una amplia variedad de flavonoides que han presentado actividad
antioxidante, sin embargo los que se han reportado en la especie en estudio
tenemos a quercetina, ruting, flavonol, futeolina. Recientes estudios sugieren que
la quercetina y por implicancia de ofros flavonoides, son potentes eliminadores
de O, En el cual se han demostrado que concentraciones de 10-100 puM de
quercetina inhibieron el blanqueamiento inducido por O, del pigmento
carotenoide, que es la crocina (Chavez y Col, 1996).

Muchos flavonoides muestran actividad a la Ulcera péptica, reduciendo el
indice de ulceracion y la intensidad de! dafio mucosal. Este efecto puede ser

mediado por distintos mecanismos:
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v Gastoprotector: por activacion de los mecanismos fisiologicos de
defensa:

1. Incrementando la cantidad y calidad del mucus gastrico, al aumentar su
contenido glicoproteico.

2. Por estimutacion de fa sintesis de prostaglandinas endégenas

3. La accién vasoprotectora de los flavonoides implica una mejora en ia
microcirculacion, lo que favorece el proceso de cicatrizacion y la
neoformacion de vasos.

4. Actividad antimadicalaria y antioxidante (en la génesis de la lesiones

ulcerosas, pueden estar implicados a los radicales libres).

v Antisecretor: Inhibiendo los mecanismos fisiologicos siguientes:

1. Disminuyendo el volumen de jugo gastrico o su acidez.

2. Por disminucion de la secrecion de pepsina.

3. Biloqueando fa actividad enzimatica de histidin-descarboxilasa, que

cataliza la sintesis de histamina (Villar del Fresno, 2000).

De este mismo tipo de experimento se pudo deducir que la actividad
antioxidante mas aita las mostrd al trabajar con flavonoides libres teniendo tres
grupos hidroxilo en el anillo B, teniendo los demas una actividad menor sin dejar
de presentar no menos de 4 grupos hidroxilos (Chavez y Col, 1996). Varios
flavonoides han demostrado ser potentes inhibidores de las enzimas 5-
lipooxigensa y prostaglandina sintetasa, las cuales convierten acidos grasos
polinsaturados en derivados que contienen oxigeno. La mas alta actividad
ossdra ambas enzimas fue mostrada por la luteolina (5,7,3 .4 - tetrahidroxi
flavona) y la 3 ;4 - tetrahidroxi flavona, que a una concentracion de 3x10° M

inhibieron et 505 de la actividad de fa 5-lipooxigensa. Sin embargo, se ha

19



mosirado gue la quercetina es uno de los flavonoides con mas futuro debido a
que su estructura se relaciona mas con estos (Chavez y Col, 1996).

Las quinonas son dicetonas insaturadas, que por reduccion, se convierten en
polifenoles los que faciimente se regeneran por oxidacion. Por la reduccién
enzimatica se les puede dividir en benzoquinonas, naftoquinohas, antraquinonas
y fenantroquinonas (Dominguez, 1973), estos podrian ejercer su actividad
citoprotectora como antioxidantes, especialmente los fenolicos, pues son
excelentes donadores de electrones o de hidrogeno ademas sus radicales
intermedios son relativamente estables debido a las deslocalizacion por
resonancia y a la falta de posiciones apropiadas para ser atacadas por el

oxigeno molecular.
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Figura 04. Reaccién de hidroxiquinonas con radicales hidroperéxido dando lugar

a hibridos resonantes estables de semiquinonas (Lock, 1994).

Es asi por ejemplo las hidroxiquinonas reaccionan con los radicales
hidroperéxidos dando lugar a hibridos resonantes estables de semiquinonas,
como se muestra en la siguiente reaccion; Estos radicales intermedios pueden
experimentar una gran variedad de reacciones dando lugar a productos mas

estables.
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Figura 05. Reaccién de un dimero que al dismutarse produce guinonas e

forman de nuevo ia molécula del inhibidor original (Lock, 1994).
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Figura 06:. Reaccion de un dimero con otro radical ROO" (Chavez y Col,

1996).

Es decir que estos compuestos podrian actuar como rescatadores de radicales
libres dentro de nuestro organismo debido a que el aumento de la produccidn de
estos a sido asociado en el incremento de los diversos estados patoldgicos

{Chavez y Col, 1996).

2.4. ENFERMEDADES DE LA MUCOSA GASTRICA

Las enfermedades mas comunes de la mucosa gastrica son la ticera péptica,
la gastritis y el cancer gastrico. En la mayoria de los casos, estas enfermedades
se acompaiian de anonmalidades de la secreciin de la mucosa gastrica.

Cuando se considera la fisiopatologia de la mucosa gastrica es necesario
comprender el concepto de bamrera mucosa y el significado de gastritis. Las
principales anormalidades observadas en fa mucosa gastroduodenal capaces de
provocar sintomas son las Ulceras pépticas y los tumores, y ambas entidades
estan relacionadas con las gastritis o con defectos a nivel de la barrera mucosa.
Una ticera es toda lesion abierta de la piel o membrana mucosa con forma
crateriforme {con forma de un crater, al perderse parte del tejido) y con escasa o
nula tendencia a ia cicatrizacion espontanea.

A menudo las Glceras son provocadas por una pequefia abrasion inicial, pero
no exclusivamente, casi siempre van acompafnadas de inflamaciéon y a veces
infeccion. Dicho de otro modo, una tlcera es cualquier solucion de continuidad o

rotura con pérdida de sustancia, de cualquier superficie epitelial del organismo.
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Estas yiceras que se provocan en el estomago se demoran en sanarse ya que

en el estomago se producen muchos acidos (Mazure, 2002).

2.5. ULCERA GASTRICA

Una Ulcera gastrica es una erosion o herida en la mucosa del estomago o en la
parte superior del intestino delgado, llamado duodeno (Gicera duodenal). Las
ticeras suelen tener un tamaiio entre 0.5 y 1.5 cm de diametro.
Una dicera es toda lesion de la piel 0 membrana mucosa con foorma crateriforme
(con forma de un crater, al perderse parte del tejido) y con escasa o nula
tendencia a la cicatrizacién. Una uUlcera péptica es aquella que afecta la mucosa
que recubre el estdmago o el duodeno (la primera parte del intestino delgado).

Se considera que ia aparicién de las ticeras es de causa multifactorial. Esta
implicado un desequilibrio entre el acido del estdmago, una enzima llamada
pepsina y las barreras de defensa del revestimiento del estémago. Este
desequilibrio fleva a que se presente inflamacién, que puede empeorar con
determinados factores de riesgo.

Existe una clara relacién entre la infeccion por una bacteria llamada H. pylon y
la aparicién de la Glcera duodenal y la Ulcera gastrica. Una persona infectada por
esta bacteria tiene mayor riesgo de desarrollar una enfermedad ulcerosa a lo
largo de su vida. No todos los pacientes con licera tienen una infecciéon por
Helicobacter pylori pero si se da en un gran porcentaje. La forma de tomillo del
H. pylori le permite penetrar en la membrana mucosa del estémago o el duodeno
para poder adherirse, produciendo una serie de toxinas que inflaman y dafian la
mucosa.

El Helicobacter pylori es una bacteria que habita en la membrana que recubre
el estdbmago. Aun cuando anteriormente se pensaba que la comida picante o

muy condimentada, el acido y las tensiones eran las causas principales de las
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{ilceras, ahora se sabe que las Ulceras son causadas por la bacteria H. pylori (lo
que causa es una gastritis cronica dificultando el proceso de regeneracion de la
mucosa propendiendo a la formacién de la dlcera). Las medicinas que reducen el
acido clorhidrico en el estdmago pueden ayudar a que la persona se sienta
mejor, pero el dolor puede volver a presentarse. Dado que muchas de las
Ulceras son causadas por esta infeccion bacteriana, se pueden curar de forma
permanente con la ayuda de antibidticos adecuados, incluso se ensayan
vacunas contra la bacteria en cuestion (Herrerias y Col, i997).

Las ulceras también pueden aparecer en relacion con el consumo de
medicamentos como corticosteroides y antiinflamatorios no esteroideos. Uno de
los efectos no deseables de los antiinflamatorios es que aumentan el riesgo de
hemorragia digestiva o de enfermedad ulcerosa, pues su uso prolongado puede
danar la mucosa del tracto digestivo causando una dlcera o empeorandola.

Pueden aparecer Ulceras no asociadas a estos dos factores (Helicobacter y
antiinflamatorios). Se relacionan con un sindrome de hipersecrecion acida, en el
cual existe un exceso de secrecion de acidos gastricos que dafian la mucosa.
Son muy poco frecuentes. Determinados factores y habitos favorecen la
aparicion de Ulceras gastricas como el tabaco, el consumo de alcohol y el

tratamiento con radioterapia (Guyton, 1992).

2.6. RANITIDINA

La ranitidina es un antagonista de la histamina en el receptor H, similar a la
cimetidina y la famotidina, siendo sus propiedades muy parecidas a fas de estos
farmacos. Sin embargo, la ranitidina es entre 5 y 12 veces mas potente que la
cimetidina como antagonista en el receptor H, y muestra una menor afinidad
hacia €l sistema enzimatico hepatico del citocromo P450, por lo que presenta un

menor numero de interacciones con otros fammacos que la cimetidina. La
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ranitiding esta indicada en el tratamiento de desordenes gastrointestinales en los

que 1a secrecidn gastrica de acido esta incrementada (Naranjo, 1999).

i
{CH;LNCH, e 0 —~ CH,SCH,CH NHCNHCH,

Figura 07: Estructura molecular quimica de ia ranitidina (Naranjo, 1999).

Al bloguear los receptores H, de manera especifica y competitiva inhiben la
secrecidn gastrica de acido inducida por fa histamina, en relacion con la dosis.
Inhiben también la secrecion acida estimulada por los alimentos, gastrina, la
acetilcolina y distintos farmacos. Reducen asimismo la secrecion de pepsina por
las céiulas principales de la glandula gastrica, un efecto al que contribuye ia
elevacion del pH y que va siempre en paralelo. En ocasiones reducen el volumen
total de secrecion y la acidez, tanto en personas sanas como en pacientes con

tilcera péptica (Del Rio, 1996).



HL.MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION
El experimento se realizd en los Laboratorios de Farmacologia y
Farmacognosia, de la Facultad de Ciencias Biologicas en la Universidad
Nacional San Cristébal de Huamanga, departamento de Ayacucho a 2750

m.s.n.m.,, durante jos meses de Noviembre del 2009 a Abrit del 2010.

3.2. MATERIALES
3.2.1. Poblacién

Arboles de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. del Centro Boténico Medicinal
de Essalud de la ciudad de lquitos del departamento de Loreto.
3.2.2. Muestra

2 Kg de tallo lefioso de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. en buen estado,
una parte servira para la identificacion botanica que se realizb en el Herbarium

Huamangensis con la colaboracion de la Biga. Laura Aucasime Medina.

3.2.3. Material biologico
3.2.3.1. Muestra vegetal
Se emplearon 2 kilogramos de tallos desecados y triturados en pequefias

partes de la especie Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With, recolectadas del
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Centro Botanico Medicinal de EsSalud de la ciudad de Iquitos a 104 m.s.n.m,, en
la provincia de Maynas del departamento de Loreto; posteriormente se certificd
la especie en el Herbarium Huamangensis de la Universidad Nacional de San

Cristébal de Huamanga.

3.2.3.2. Unidades Experimentales

Se utilizaron los ensayos en 38 ratas Rattus norvegicus var. Albina de la cepa
Holtzman, procedentes del Centro Nacional de Productos Biologicos del Bioterio
del Instituto Nacional de Salud, Lima, con peso variable en un rango de 200 a

250 gr. Adquiridos un mes antes de anticipacion para su ambientacion.

3.3. DISENO METODOLOGICO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. Recoleccion y procesamiento del material vegetal
Se recolectaron ias muestras de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. en horas
de la tarde segin el método por Dominguez, (Pominguez, 1973)seleccionando

de ella el tallo.

3.3.2. Secado

Luego de secar los tallos, extendidos apropiadamente sobre papel soporte,
bajo sombra, a temperatura ambiente y con una ventilacién adecuada, durante
30 dias, reuniendo constantemente para evitar su deterioro. Posteriormente se
procedid a escoger las mejores muestras secas; Se pico en trozos de 5 cm para

dejarlo secar completamente en un periodo de siete dias mas.

3.3.3. Molienda tamizado
Una vez seca la muestra, se procedié a la molienda, empleando para ello un
molino de martillos. La muestra molida tuvo que pasar por un tamiz de 1mm de

didmetro, y de esta manera apta para ia siguiente etapa del proceso.
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3.4. OBTENCION DEL EXTRACTO

Después de macerar 1 Kg de tallo pulverizado durante diez dias con alcohol y
agua en una proporcion de 5:1 (3 litros de alcohol 96° y 0.6 litros de agua
destilada), al cabo del cual se elimina e} extracto hidroaicohdlico, dejando secar

el residuo sdlido.

3.5. INDUCION DE ULCERACION EN LAS RATAS
3.5.1. Preparacion de las ratas

Se peso e identificd los animales de experimentacion que deben estar en
ayunas de solidos por 24 horas con libre acceso de agua. Distribuidas en 7 lotes,
cada lote constituido por cinco ratas a las que se aplicaron las dosis respectivas

de acuerdo a los tratamientos.

3.5.2.Agente Ulcerogénico
Se indujo las ulceraciones en ias ratas empleando el método de dGlcera aguda
gastrica por etanol descrito por el Programa lberoamericano de Ciencia y

Tecnologia para el Desarrolio — CYTED en 2001.

3.6. PREPARACION DEL PATRON

Se emplea como patrén la ranitidina, de forma farmacéutica en tabletas, del
laboratorio: La Santé, de composicidon de 300mg; Que fue friturada por
completo y disueito una tableta con cantidad de agua destilada suficiente
para llegar al aforo de una fiola de 50 mi; lo cual se administro a las ratas

en una dosis de 20 mg/Kg de peso.

3.7. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS
Los extractos hidroalcohdlicos en concentraciones variables de 50, 100, 150 y

200 mg/Kg tuvieron que prepararse a partir de una soluciéon madre emutsionada
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en agua destilada en una proporcién de 2 gramos de muestra en 100 ml de agua

destilada.

3.8. DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon cuatro  tratamientos con dosis crecientes del extracto
hidroalcoholico del tallo de Abufa grandifolia (Mart.) Sand-With.,, un control, un
patrén y un testigo, con cinco repeticiones cada una de los tratamientos, tal

como se detalla a continuacion:

Tratamiento 1 (Control) : Agua destitada (1ml por cada 100g de peso).
Tratamiento 2 (Patrén) - Ranttidina (20 mg/Kg)

Tratamiento 3 (Extracto) 50 mg/Kg de EHA.g.(Mart.)Sand-With.
Tratamiento 4 (Extracto) : 100 mg/Kg de EHAg.(Mart)Sand-With.
Tratamiento 5 (Extracto) - 150 mg/Kg de EHA g.(Mart)Sand-With.
Tratamiento 6 (Extracto) : 200 mg/Kg de EHA.g.(Mart)Sand-With.
Tratamiento 7 (Testigo) : Etanol al 75%(1mL por cada 100g de peso).

Adicionalmente se realizaron todas las pruebas en un lote en blanco es decir
sin que haya recibido estimulacidn alguna, con el fin de observar estos valores
en estado basal, los cuales no entraron al analisis estadistico del presente
trabajo.

La instalacion del experimento y obtencion de muestras de la mucosa gastrica,

se procedié de acuerdo a los tratamientos organizado del siguiente modo:

¥ Se administraron los extractos en las dosis establecidas asi como los de
control, patrén por via oral; media hora antes de la dosificacion con el agente
ulcerogénico.

¥ Transcurrida una hora de la administracion del etanol se sacrificaron los

animales por dislocacién cervical, procediéndose a la laparotomia en el tercio
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anterior de la linea media abdominal, extrayéndose el estomago el que fue
tavado cuidadosamente con una corriente suave de agua destilada.

¥ Una vez abierto el estomago por la curvatura mayor se extrajo el contenido
gastrico mediante el suave raspado de la superficie mucosa ayudado por una
corriente suave de agua destilada a un tubo de de ensayo volumétrico.

v Para la valoracion estereoscopica (14,25x) de las Ulceras formadas, se
extendieron los estomagos sobre una plancha de tecnopor y se fijaron

ayudados por affileres.

3.9. PARAMETROS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD CITOPROTECTORA

3.9.1.Grado de Ulceracion

Una vez abierto el estdmago por la curvatura mayor se extrajo el contenido
gastrico mediante el suave raspado de la superficie mucosa ayudado por una
corriente suave de 3 ml de agua destilada a un tubo de de ensayo volumétrico;
luego se procedio a evaluar el grado de lesiones gastricas producidas en la capa
muscular del estdmago; descrita por el Programa tberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo. (CYTED, 2001), mediante los parametros y escala

que se describen a continuacion:

a) Coloracion de la mucosa

e NomMEk ... 1 punto
* HIDErBmiCa. ... ..ot 2 puntos
* Descolonida........coooccieriiiicreece e 3 puntos

b) Pérdida de los pliegues de la mucosa.......... 1 punto
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¢) Petequias

LBV e 1 punto
e Moderado..........oveeeiieiie s 2 puntos
s FUBHE. .. 3 puntos
d)Edema

CLEVE. ..o 1 punto
sModerado..........cooooiieeeere e 2 puntos
s FUBME. ..o 3 puntos

L U= T SO PRUREPRPSPRR 1 punto
sModerado.........ceeeerieeee e 2 puntos
s FUBME. ... 3 puntos

PLBVE. e 1 punto
sModerado.........c.occoriieiineiere 2 puntos
s FUBMe. ..o 3 puntos

g) Lesiones necrohemorragicas (Ulceras)

sHasta TMM.. e, 1 punto
*Mayorde 1 Mm......ccoooevrreieeereeeeeeee e 1 punto x mm
e Perforadas............ccoeivreree e 5 puntos x mm
h) Exudado celular.............. 3 puntos

Se considera leve cuando el area afectada es menor al 25%, moderado

cuando llega al 50% y fuerte cuando es mayor que el 50%.
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Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion de induccion de ulcera
gastrica {%HUG) o porcentaje de inhibicion en fa induccidn de la tlcera gastrica

del lote control, segan Ia siguiente expresion:

LU.c - LU.p
WIIUG = x 100
1.U.c

Leyenda:
%IWUG : Porcentaje de inhibicidn en la induccidn de la Glcera gastrica
L.U.c :indice de ulceracién medio del lote control.

IUp :indice de ulceracién medio del fote problema o patron.

3.9.2.indice de Ulceracién

t uego de contar con el estomago limpic se extiende sobre una plancha de
teknopor y se fijaron ayudados por alfiteres, para la valoracion estereoscopica
(14,25x) de ias tlceras formadas, en el cual se tiene que medir las longitudes v

contar la cantidad de dlceras presente en cada estomago.

3.9.3.pH del Contenido Gastrico

Una vez que se obtuvo el contenido gastrico en el tubo de ensayo, este se
procede a vaciarla en un vaso precipitado para poder medir el pH con mayor
facilidad, se calibra el equipo que mide el pH con una solucidn buffer, de esta
manera queda fisto &l equipo, para luego obtener lecturas de pH objetiva y veraz;
lo cual nos muestra el coeficiente que caracteriza el grado de acidez del

contenido gastrico

3.9.4.Contenido de Proteinas Totales en el Contenido Gastrico
L uego de obtener el moco del contenido gastrico {con 3m! de agua destilada),
se procedio a homogenizar y luego proceder a centrifugar (2000 rpm durante 20

minutos).
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Se Tomo 1 mi del sobrenadante para la determinacion de proteinas totales

mediante el método de Lowry modificado (Plummer, 1981).

Método de Lowry modificado para determinacion de proteinas totales en el

contenido gastrico.

Fundamento:
Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu para dar un
complejo coloreado, el color que se forma es debido a fa reaccion del cobre
alcalino con fa proteina, v la reduccidn de los acidos fosfotingstico vy
fosfomolibdico por la tirosina y el triptéfano presentes en la proteina a azul de
molibdeno y azul de tungsteno, acoplados con la oxidacidn del compleio cobre-
proteina. La intensidad de color depende del nimero de aminoacidos aromaticos

presentes y cambia segun la clase de proteina (Plummer, 1981).

Reactivos:

a) Solucién alcalina de carbonato de sodio (Na, CO; 20 g/l en NaOH (.1
mol/L).

b) Solucién de sulfato de cobre-tartrato sédico potasico § gl CuSO,5H,0 en
tartrato sddico potasico 10 g/L. Preparar mezclando fas dos soluciones
preparadas por separado, en el instante del ensayo farmacoldgico.

¢) Solucién alcalina. Se prepara el mismo dia mezclando 50 mide (a) y 1 mi de
(b).

d) Reactivo de Folin-Ciocalteu (diluir el reactivo comercial con un volumen igual
de agua el mismo dia que se va utilizar. Esta es una solucion de tungstato de
sodio y molibdato de sodio en acido fosférico y acido clorhidrico).

g) Patron de proteina (solucién de pepsina 0.2 mg/mL).

32



Método:

A 1 m de la muestra agregar 6§ mi de ia solucidn alcalina; mezclar
vigorosamente y dejar reposar a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego
agregar 0.5 m! de reactivo diluido de Folin-Ciocalteu en forma rapida y mezclar
inmediatamente. Después de 30 minutos feer la muestra problema contra el
blanco (agua destilada y reactivos indicados) a 750nm. Determinar Ia
concentracion de proteinas totales de las muestras problema utilizando Ia curva

patron, realizada con anticipacion (Anexo N°05).

3.9.5.Volumen del Moco Gastrico
Una vez obtenido el moco del contenido gastrico (con 3 ml de agua destilada) se
homogenizé, procediéndose a centrifugar (2000 rpm durante 20 minutos), luego

de centrifugarias, se obtuvo el volumen de moco por diferencia del sedimento.

3.9.6.Peso del Moco Gastrico
Luego de obtener el volumen del moco gastrico, esta se procedid a pesarla,
obteniendo de esta manera el peso exacto del moco gastrico de todos los

tratamientos realizados.

3.10. ANALISIS DE DATOS

Con los datos obienidos se procedio a evaluar mediante el andlisis de varianza
a un nivel de significacion del 95 %, en el disefio completamente randomizado
con siete tratamientos y cinco repeticiones, concluyendo la comparacion de los
tratamientos en la prueba de Tukey. También se realizé pruebas de tendencia,
mediante el método de minimos cuadrados. El promedio y 1a desviacion estandar

de los datos obtenidos de los parametros que se encuentran en el anexo N° 06.
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IV.RESULTADCS
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Cuadro N° 01: Porcentaje de inhibicion de 12 induccién de la ulcera gastrica por
efecto  de 1a aplicacion de dosis crecientes de extracto de Abuta grandifolia

{(Mart.) Sand-With. en ratas. Ayacucho - 2009.

' DOSIS (mg/Kg) %IUG
50 | 75
100 | 835
150 | | 89
200 | 885
Ranitidina 795
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Grafico N° 01: Tendencia del %{lUG en ratas por efecto de la aplicacién de dosis

crecientes de extracto de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. Ayacucho - 2009.
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Cuadro N° 02: Calificacion del grado de ulceracion, segin CYTED - 2001; por efecto
del tratamiento con dosis crecientes de exiractos de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-

With. en ratas. Ayacucho - 2009.

TRATAMENTO APARIENCIA DE LA MUCOSA GRADO

Control
Edema, congestion, hemorragia (fuerte) Fuerte
Agua destilada

Testigo
Edema, congestion, hemorragia (intenso) intenso
Etanot 75%
Patrén
Edema, congestion (moderado) Moderado
Ranitidina

EH de Abuta grandifolia Edema, congestion con coagulos de

Moderado
Dosis=50mg/Kg sangre (moderado)
EH de Abuta grandifolia
Edema, congestion (moderado) Moderado
Dosis=100mg/Kg
EH de Abuta grandifolia
Edema, congestion (leve) Leve
Dosis=150mg/Kg
EH de Abuta grandifolia
Edema, congestion (leve) Leve

Dosis=200mg/Kg
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Grafico N° 02: Numero de Ulceras menores e iguales a 1mm en el estémago de ratas por
efecto de la aplicacion de los tratamientos con extracto de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-

With. Ayacucho- 2009.
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Grafico N° 04: pH del contenido gastrico por efecto de la aplicacion de los tratamientos

con extracto de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. Ayacucho - 2009.
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Grafico N° 05: Concentracién de proteinas totales en el contenido gastrico por efecto
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Ayacucho- 2009.
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V. DISCUCION

5.1. DEL PORCENTAJE DE INHIBICION EN LA INDUCCION DE LA ULCERA GASTRICA

En el cuadro N°01 nos muestra los porcentajes de inhibicién en la induccion de
tlcera gastrica (% HUG), en los que se puede observar que a dosis crecientes
ios % (UG, también se incrementan, alcanzando una capacidad maxima de 8%
cuando se usa 150 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico del tallo de Abuta
grandifolia (Mart) Sand-With, sin diferenciarse casi en nada de la dosis de
200mg/Kg.

Se puede asi mismo notar que respecto del patrén con ranitidina la capacidad
de inhibicion es mayor hasta en un 9.5% cuando se usa la dosis de 150 mg/Kg y
en un 9% cuando se usa la dosis de 200mg/Kg de extracto hidroalcohélico de
Abuta grandifolia (Mart)) Sand-With, lo que permite sefialar que de acuerdo a la
prueba farmacologica realizada, fa actividad citoprotectora gastrica de Abuta
grandifolia (Mart.) Sand-With. estaria siendo exhibida de manera similar a la que
produce cuando se emplean ofros extractos conocidos como “crudo de factonas”
(Giordano y Col, 1992), en el cual nos demuestra que se inhibieron Ulceras
gastricas inducidas en alrededor de sus mejores %HUG de 80.21 a 84.79, es
decir que el extracto hidroalcohdlico del tallo de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-

With. desemperia un papel protector dentro de este rango, debido a que esta
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especie también presenta este crudo (Anexo N°04), Esta tendencia también se
reitera en los trabajos realizados en plantas de género Baccharis, como es el
caso del extracto de Bacharis trimera que previno ulceras gasiricas en 85.1 %,
en el experimento realizado por Gamberini, esto debido a que los extractos de
estas especies provenian de fracciones con otros solventes, es decir el hecho de
haber sufrido un proceso mas exhaustivo redundaria en su purificacién y en una

respuesta farmacolégica mas marcada.

5.2. DEL GRADO DE ULCERACION

En el cuadro N°02 se muestran los resultados cualitativos del grado de
ulceracion por efectos de los tratamientos aplicados, donde se observa que el
tratamiento control (agua destilada), presenta edema, perdida de Mucus y
hemorragias fuertes correspondiendo asi comparativamente a la escala
convencional (Anexo N°07), pues las lesiones son marcadas al grado intenso
con tratamiento con etanot. |

Los tratamientos con ranitidina y los que recibieron dosis de 50 y 100 mg/Kg de
extracto hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With.corresponden al
grado moderado y se diferencian de los que recibieron dosis 150 y 200 mg/Kg
pues estos ultimos poseen grado v!eve de lesiones debido al ligero edema y
congestién, indicandonos que a dosis mayores de extracto hidroalcohélico de
Abuta grandifolia Mart) Sand-With. las ulceras pueden llegar a ser parciaimente
controladas.

Seglin el trabajo de Arroyo, el extracto alcohdlico de Piper angustifolium
también ha demostrado desenvolverse de manera semejante a las mejores dosis

probadas del extracto hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. .
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5.3. DEL NUMERO DE ULCERACIONES

A. Uiceras menores e iguaies a tmm de longitud

Se observa la diferencia altamente significativa enfre los tratamientos
aplicados, y realizada la prueba de significacidn respectiva (tukey, nivel 0.05)
gue se muestra en el grafico N° 02; el mayor nimero de dlceras menores e
iguales a 1mm de longitud en el estdmago de las ratas, se produce cuando se
aplica solamente etanol, como era de esperarse, al igual que en el caso del
control y la dosis de 50 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico de Abuta grandifolia
{(Mart) Sand-With, los tratamientos con ranitidina, dosis de 100 mg/Kg y 150
mg/Kg del extracto hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With,
estadisticamente tiene un comportamiento similar ocupando el tercer orden de
importancia, mientras que la dosis de 200 mg/Kg muestra un menor nGmero de
tlceras.

Los resultados de este frabajo coinciden con los obtenidos por Arroyo, en el
caso del extracto alcohdlico de Piper angustifolium que presento un promedio de
4.4 diceras menores e iguales a Tmm, muy semejantes a las dosis de 50 mg/Kg
de exiracto hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. que fueron de
3.8 ticeras menores e iguales a 1mm, mientras que el mismo autor en
colaboracién con otros investigadores reportd el promedio de 15.5 Uiceras
menores e iguales a 1Tmm en el {rabajo de asociacidn de tres especies en ef cual
se incluye una planta conocida en nuestro departamenic que es Bacharns
genistelloides, siendo este valor mayor al mas alto obtenido por aplicacion del
etanol que fueron de solo de 7 dlceras menores e iguales a Tmm.

En la observacidén microscopica con ayuda del estereoscopio en las dosis de
150 mg/Kg y 200 mg/Kg del extracto hidroalcohélico de Abuta grandifolia, se

observan mditiples inflamaciones en toda la superficie del estdmago dando una



apariencia de un drea edematosa, este tipo de inflamaciones (Anexo N° 24) es

caracteristica de una gastritis aguda.

B. Uiceras mayores a imm de fongitud

En el grafico N°03, de la prueba de Tukey se observa, como era de suponer
fanto el etanol como el control, son con los que se producen en el estémago de
las ratas, mayor nimero de ticeras grandes (mayores a 1mm) seguidos en &l
orden de importancia cuando se aplica dosis de 50 y 100 mg/Kg de extracto
hidroalcohdlico de Abuta grandifolia {(Mart) Sand-With y cuando se aplica
ranitidina ocupando el segundo grupo de importancia.

Sin embargo el nimero de Ulceras mayores de 1mm de iongitud, disminuye
fuertemente hasta el extremo de no presentarse cuando la dosis de exiracto
hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. se incrementa entre 150
y 200 mg/Kg, demostrandose nuevamente el efecto citoprotector gastrico de
Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With, que inclusive a Ia luz de los hechos estaria
comportandose mejor que fa ranitidina en su efecto citoprotector gastrico.

Segtin Tarmmawaski la finalidad de los citoprotectores gastricos es la de
favorecer los mecanismos de la mucosa duodenal, conducentes a [a defensa y
reparacion epitelial; funcién que podria atribuirse a Abuta grandifolia (Mart)

Sand-With.

En los trabajos reportados por Arroyo en e} extracto alcohdlico de Piper
angustifolium se observé también disminucion de tlceras gastricas mayores a
1mm en promedios de 3.1 y 1.5 respectivamente, que en comparacién a los
hallados (al no presentarse tlceras) en este rabajo se demuestra que el extracto
hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With muestra un mejor

desenvolvimiento entre fas especies antes mencionadas.
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5.4. DB. pH DEL CONTENIDG GASTRICO

En cuanto al pH del contenido gastrico existe diferencia altamente significativa
entre los tratamientos aplicados en el cual el grafico N°04, nos ilustra que el
etanol permite mayor pH que es de 580 del contenido gastrico diferencidndose
de los otros tratamientos.

La aplicacion de ranitidina y control (agua destiiada) son ios que ocupan el
segundo lugar en el incremento dei ph del contenido gastrico no diferenciandose
dei t?atamiento que recibid dosis méaxima (200 mg/Kg) de extracto
hidroaicohdlico de Abuta grandifofia (Mart.y Sand-With. Adn cuando el rango de
pH es bastante estrecho, las dosis de 50 y 100 mg/Kg de extracto
hidroalcohdlico de Abufa grandifolia (Marl.) Sand-With, tiende a disminuir o
tratar de mantener (buffer) el pH de la barrera mucosa, siendo mejor con las
dosis de 150mg/Kg en razén que los compuestos citoprotectores poseen un
rango de pH que se encuentra entre 3 y 4 {(Esplugles y Col, 1997)(Herrerias y
Col, 1897).

Giordano al mencionar sobre la actividad de sesquiterpeniactonas de varnas
especies de las familias de menispermaceas, y de ofro lado los trabajos
recientes de Tamawasky dilucidan aigunos mecanismos de ia térapia de
citoproteccion, que nos ayuda a interpretar nuestros resultados, ambos coinciden
en afirmar que uno de los mecanismos es producir bicarbonato y estos itimos
poseen una capacidad tampon o buffer permitiendo de este modo el
amortiguamiento del pH de la barrera mucosa tratando de evitar asi el cambio,
confribuyendo en su efeclo cifoprotector, evitando la agresion de los
hidrogeniones y fa activacion de la pepsina.

Al revisar los trabajos de Condori en su extracto alcohdlico de Phoradendron sp,
iogro obtener un pH promedio de 3.1 {Condor, 2001), v en el realizado por

Placencia con un extracto alcohélico de Buddfeia globosa, reporto un pH
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promedio de 2.43 (Placencia, 2001), siendo estos dos valores los mas altos
obtenidos con relacidn a sus respectivos controles y patrones. En efecto se
observa el aumento de pH de estas especies, sin embargo no se acerca al valor
obtenido en este trabajo que fue de 4.87, el menor, que dista mucho de los
valores obtenidos en los trabajos mencionados.

Esta alza en los valores del pH se debiera al comportamiento de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroaicohdlico de Abuta
grandifolia (Mart) Sand-With, debido a que ellos, como ya se sefialé, Giordano
que se incrementara su pH para de esa manera ejercer una buena accion

citoprotectora gastrica.

5.5. DEL CONTENIDC DE PROTEINAS TOTALES EN EL. CONTENIDO GASTRICO

£l efecto de ios tratamientos apiicados sobre ef contenido de las proteinas es
diferente estadisticamente, se observa de esta forma en la prueba de Tukey que
se pone de manifiesto en el grafico N° 05, donde el mayor contenido de
proteinas totales es con la dosis de 150 y 200 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico
de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With, también se puede cbservar que la
ranitidina posee similitud de contenido de proteinas totales con fa dosis de 100
mg/Kg de extracto hidroalcohélico de Abuta grandifolia, tenemos también en un
tercer grﬁpc a la dosis de 50 mg/Kg, mientras que con ia control y etanol fueron
los mas bajos.

Las investigaciones sefialan que la actividad citoprotectora gastrica se basa
principalmente en ia produccién de moco, de bicarbonato o en la reparacion y
migracion epitelial, debido a un sistema de respuesta intrinseco (Esplugles y Col,
1997)(Chavez Y Col, 1696), o por sustancias enddgenas, como en los trabajos
sefialados por Giordanc y colaboradores, consideramos por fanto que el

presente frabajo de investigacion resulta siendo muy beneficioso pues se
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demuestra fehacientemente la actividad citoprotectora de Abuta grandifolia
(Mart.) Sand-With.

Por lo tanto podemos decir que el exiracto hidroalcohélico de Abuta grandifolia
(Mart) Sand-With, posee mejor efecto citoprotector gdstrico que el mismo
patrén wtiizado (ranitidina), sin embargo tenemos que hacer un hincapié que a

mayor dosis es mayor ef efecto citoprotector.

5.6. DEL VOLUMEN DEL MOCO GASTRICO

Se observa diferencia significativa para el volumen de moco gastrico en los
diferentes tratamientos aplicados, siendo mayor el efecto sobre et incremento del
moco cuando se usa 150 mg/Kg de extracto hidroaicohdlico de Abuta grandifolia
(Mart} Sand-With,; mientras que en segundo orden de importancia encontramos
a otras dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg de extracto hidroaicohdlico de Abiita
grand ifdia (Mart} Sand-With, incluido la ranitidina que permite menor volumen
del moco pero sensiblemente mayor respecto al control v etanol 75%.

Considerando que la mucosa se renueva constantemente, en su afin de
mantener un equilibrio entre la destruccién y 1a regeneracion con la finalidad de
mantener la integridad de epitelio; el incremento de la cantidad de moco, tal
como se logra con ia dosis de 150 mg/Kg de extracto hidroaicohdlico de Abuta
grandifofia (Mart.) Sand-With,
Es considerado un mecanismo de defensa, debido a que este aumentaria la
barrera protectora de la mucosa, ademas de glicoproteinas y bicarbonato de
fibrina y restos celulares del epitelio lesionado, inhibiendo ia accién agresiva de
la pepsina, la retrodifusion de los hidrogeniones y ofros agentes irritantes,

permitiendo la rapida restitucién de ia mucosa gastrica y ia angiogénesis local.



5.7. DEL PESO DEL MOCO GASTRICO

£l presente parametro a evaluar muestra tambien un efecto significativo, tal
es asi que el grafico N°07, se puede observar que con la dosis de 150 mg/Kg de
extracto hidroaicohdlico de Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With,, se obtiene
mayor masa no diferenciandose estadisticamente en su efecto con la ranitidina y
las dosis 100 y 200 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico de Abuta grandifodiia
(Mart.) Sand-With,, entre tanto las dosis mas bajas 50 mg/Kg permiten menor
formacion de moco gastrico, pero son mayores respecto al control y etanol, que
ocupan los ultimos lugares.

Por o tanto, después de haber analizado todos los efectos farmacoldgicos
observados en este trabajo, implicaria que el citoprotector gastrico del extracto
hidroalcohdiico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With, estaria mediada por ia
reaccion de Michael (Giordano y Col. 1882}, por accidn de las lactonas
sesquiterpeniactonas, que generaria {a activacion de las prostagiandinas
endégenas, las cuales son responsable en gran medida de la formacion en el
moco gastrico de mucopoiisacaridos (glicoproteinas) que contribuirian al efecto
tampon de esta, ademas de regular el flujo sanguineo y una mayor secrecién de
bicarbonato. De la misma manera se ha identificado en el extracto
hidroalcohdlico de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With, [a presencia de
flavonoides tales como: quercetina, rutina y flavonas {(Asoc. Arg. de Fitomedicing,
2000}, tas que actuarian como citoprotectores a nivel de la mucosa gdastrica.
Estos principios probablemente generan una respuesta inhibitoria de los
compuestos oxidantes liberados por los macrofagos o neutrdfilos, tales como
superoxido y otros radicales {ibres los que causarian {a inflamacidn y Glceracion
seria por bloqueo del influjo por calcio y de la 5-fipooxigenasa de la via del

metabolismo del acido araquiddnico, tal como lo demuestra Marumatsu.
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Ademas se ha reportado que los flavonoides y algunas alcaloides han
demostrado evidencia de poseer actividad antioxidante que contribuiria como
rescatador de los radicales libres de oxigeno que se forman como respuesta al
producirse ia jesion gastrica debido a que la quimiotaxis de los neutrofilos, que
empeoran [a situacion local de dicha lesién en los procesos de inflamacion.

De esta manera debido a todo io sefialado, el extracto hidroalcohdiico de
Abuta grardifolia (Mart.) Sand-With, podria llegar a ser una buena opcion en el
tratamiento de las lesiones gastricas puesto a que incrementaria {a barera de la
mucosa en canfidad y calidad, fa expuision de bicarbonato el cual por ende

disminuira ia agresién en {a mucosa gastrica.
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VI.CONCLUSIONES

. Bl extracto hidroalcahdlico dei tallo de la Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With,
tiene efecto citoprotector gastrico.

. Los metabolito secundarios presentes en mayor proporcion en ef extracto
hidroalcohdlico del tallo de la Abula grandifolia (Mart) Sand-With son:

flavonoides, lactonas y alcaloides.

. La dosis de 150 mg/Kg del extracto hidroacohdlico es la que mostré mayor

eficiencia gastropotectora.

. La dosis de 150 mg/kg del extracto hidroalcohdlico fuvo un porcentaje de
inhibicion de 89% superior a la ranitidina que mostré un 79.5% de porcentaje

de inhibicion.
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1.

Vii. RECOMENDACIONES

En primer lugar profundizar & estudio de ia actividad citoprotectora de Abuta
grandifolia (Mart} Sand-With, con & fin de afianzar los resuitados obtenidos
en el presente estudio, teniendo muy en cuenta el fin que se persigue con &l
método que se &lige.

Desarroliar tecnologia de una forma farmacéutica del extracto
hidroalcohdlico del tallo de la Abufa grandifolia (Mart) Sand-With., para
realizar estudios preclinicos, y asi aprovechar este recurso natural como io
hacen en ofras partes de la regién y paises.

Se debe realizar otras pruebas farmacoldgicas del extracto hidroalcohdlico
del tallo de la Abufa grandifolia (Mart) Sand-With, para obtener un perfil
farmacoldgico de esta especie, ya que su consumo empirico es muy amplia

para afiviar diversas dolencias y enfermedades.

. Una vez detectado ia presencia de compuestos probablemente activos del

exiracto hidroalcohdlico del taflo de la Abuta grandifolia (Mart) Sand-With,
seria muy beneficioso tratar de obtener un compuesto soiuble en agua, para
un mejor frabajo de campo, al facilitar las respuestas farmacoldgicas

realizadas.
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ANEXOS



ANEXO N°01: CONSTANCIA DE CLASIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE
Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. “raton ratn”.

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

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Luis Enrique, MEZA ORE, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segin el Sistema de Clasificacién de
Engler y Pranti, modificado por Melchior, y es como sigue:

DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)

CLASE : DICOTILEDONEAE

SUBCLASE : ARCHYCLAMIDEAS

ORDEN : RANALES _

FAMILIA : MENISPERMACEAE

GENERO : Abuta

ESPECIE : Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With..
N.V. : “raton ratén”, “caimitilio”, “sanando”,"soga”.

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

Ayacucho, 10 de Noviembre del 2009




ANEXO N°02: CERTIFICADO SANITARIO DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL (RATA
ALBINA) DEL CENTRO NACIONAL DE PRODUCTORES BIOLOGICOS.

INSTITUTS NACIONAL DE SALUD
CEMNTRO NACKIMAL DE PRODUCTSS BIOLOGC OS
COORDINACION DE BIOTERIC

CERTIFICADO SANITARIO N°| 011-2010

USRS -

Producto . Hata albina lote N B-01-2010
Especie - Raftus norvegicus Cantidad g

Cepa . Holzman Zdad 2 mes @ 2 meses 4
Peso o 200 2250 Gr. Sexo © hachos

Boleta de . 004.12279  (GR: 020813 Destine Luis Enrigue Meze Ore
Venta N¢ Ayacucho
Facha D 200110

Ei Médico Veterinario, que suscribe, Javier Reyna Reategui Coordinador de Bioterio,
Certifica, gue los animales arriba cescrifos se encueniran en  buenas condisiones
sanitarias

| “Referencia PRT-CMPB-153, Procedimiento para el ingreso, cuarentena y control
anitario para animales de experimentacion

' Chorrilies, 20 de Enero del 2010 x

{
J&ﬁa Reyna Reategul. MY,
NOTA @ B bioterio no se hace CMY IR 1565
responsable por € estado de
los apimales, una vez que
2stos egresan dsl mismo.




ANEXO N°03: FLUJOGRAMA DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL TALLO DE Abuta grandifolia (Mart) Sand-

With. ‘raton raton™

Planta de Abuta grandifolia
“raton raton”

Preparacion de fa
muestra

Secado a
temperatura
ambiente

ldentificacion
Botanica

Molienda y
Tamizado

Preparacion del
extracto

Estudio del efecto
citoprotector |
gastrico

Resultados de
todos los estudios
realizados




ANEXO N°04: IDENTIFICACION CUALITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL TALLO DE Abuta grandifolia (Mart.)

Sand-With. “ratén raton”.

Tipo de ensayo Tipo de metabolito secundario Resultado
Antocianinas Antocianinas +
Baljet Lactonas y cumarinas +++
Benedict Azucraes y grupos reductores +
Bornirager Quinolonas +
Dragendorf Alcaloides +++
Espuma Saponinas +
FeCls Tenoles y taninos ++
Mayer Alcaloides +4++
Resinas Resinas +
Shinoda Flavonoides ++ 4+
Sudam {ii Aceite y grasas +
Wagner Alcaloides ++
Leyenda:
(-) : Negativo
(#) : Positivo

(++) 6 (+++) : Mayor concentracion

(- - -) : Enmascaramiento o imposibilidad de disoluciéon con el reactivo.
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ANEXO N°07: ESCALA CONVENCIONAL PARA CALIFICAR EL GRADO Y
ASPECTO DE LA MUCOSA SOMETIDA E INDUCCION DE ULCERA GASTRICA.

GRADO ASPECTO DE LA MUCOSA
0 Normal
Leve Ligero edema y congestion
Moderado Regular edema congestion y sangrado
Fuerte Punto de erosidn, con edema, congestion y sangrado
intenso ' Marcadas lesiones, pequefias, amplias y extensas

Fuente: Arroyo, L. 1999. Efectos del Extracto Acuoso de {las Hojas de Piper
angustifolia R&P (Matico) Sobre Uicera Gastrica Inducida en Animales de
experimentacion.



ANEXO N°08: CUADRO N° 03 DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERO DE
ULCERAS MENORES E IGUALES A MM EN EL ESTOMAGO DE RATAS
TRATADAS CON LOS TRATAMIENTOS. AYACUCHO -2009.

{ Fuente de variabilidad G.L S.C. c.wm. Fc P
Tratamiento 6 187,00 27,290 7,20 0,0001
Error 31 109,50 3,790
Total 37 297

Leyenda: 3.L.= Grados de libertad; S.C = Suma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos; Fc= Fcalculada; P= Probabilidad




ANEXO N°09: CUADRO N° 04 DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERO DE
ULCERAS MAYORES E IGUALES A IMM EN EL ESTOMAGO DE RATAS
TRATADAS CON LOS TRATAMIENTOS. AYACUCHO- 2009.

| Fuente de variabiiidad | G- sc. | oM | K P
Tratamiento | 6 1331,70 265,6%0 | 240 | o000
Error | = 25740 | 8704
Total 37 1589

Leyenda: G.L.= Grados de libertad; S.C = Suma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos; Fc= Fcalculada; P= Probabilidad



ANEXO N°10: CUADRO N° 05 DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL PH DEL
CONTENIDO GASTRICO DEL ESTOMAGO DE RATAS TRATADAS CON LOS

TRATAMIENTOS. AYACUCHO - 2008.

Fuente de variabilidad G.L. S.C. M. Fc P
Tratamiento 6 2,84 0,319 10,67 0,0001
Error 31 117 0,030
Total 37 4,01

Leyenda G.L.= Grados de fibertad;

S.C = Suma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos;, Fc= Fcalculada; P= Probabilidad




ANEXO N°11: CUADRO N° 06 DEL ANALISIS DE VARIANZA DE PROTEINAS
TOTALES EN EL CONTENIDO GASTRICO DEL ESTOMAGO DE RATAS
TRATADAS CON LOS TRATAMIENTOS. AYACUCHO-2009.

Fuente de vatabtidad GL SC. CM. e P
Tratamiento 6 3778 550,000 3,28 0,0080
Error 31 5051 167,683
Total 37 8829

Leyenda: G.L.= Grados de fibertad;

S.C = Surma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos; Fc= Fealculada; P= Probabilidad




ANEXO N°12: CUADRO N° 07 DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL VOLUMEN DEL
MOCO GASTRICO DEL ESTOMAGO DE RATAS TRATADAS CON LOS

TRATAMIENTOS. AYACUCHO- 2009

fuente de variabilidad G.L SC. CM. fc p
Tratamiento 6 0,84 0,110 5,05 0,0010
Error 31 0,74 0,022
Total 37 1,58

Leyenda: G.L.= Grados de fibertad;

S.C = Suma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos; Fc= Fcalculada; P= Probabilidad




CUADRO N° 13: CUADRO N° 08 DEL ANALISIS DE VARIANZA DEL PESO DEL
MOCO GASTRICO DEL ESTOMAGO DE RATAS

TRATAMIENTOS. AYACUCHO- 2009

TRATADAS CON LOS

Fuente de variabilidad G.L. SC. CcM. FC P
Tratamiento 6 0,74 0,108 2,90 0,0130
Error 31 1,13 0,,0377
Taotal 37 1,87

Leyenda: GL.= Grados de tibertad; S.C = Suma de cuadrados; C.M.= Cuadrados minimos; fc= fFcalcutada; P= Probabifidad




ANEXO N°14: FOTOGRAFIA N° 0 DE LA MUESTRA DEL TALLO DE Abuta
grand ifolia (Mart.) Sand-With. “raton raton” DESECADA Y LISTA PARA EL PROCESO
DE MOLIENDA.




ANEXO N°15: FOTOGRAFIA N° 02 DE LA MOLIENDA DEL TALLO DE Abuta
grandifolia (Mart.) Sand-With. “ratén raton” EN EL MOLINO DE MARTILLO.




ANEXO N°16: FOTOGRAFIA N° 03 DE LA PREPARACION DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DEL TALLO DE Abuta grandifoia (Mart) Sand-With‘raton

raton”.




ANEXO N°17: FOTOGRAFIA N° 04 DEL ROTAVAPOR EN EL CUAL SE ELIMINA EL
SOLVENTE Y SE OBTIENE EL EXTRACTO PROPIAMENTE DICHO DEL TALLO DE
Abuta grandifolia (Mart.) Sand-With. “ratén ratén”.




ANEXO N°18: FOTOGRAFIA N° 05 DEL PESADO DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL,
CALCULO DE LAS DOSIS A ADMINISTRAR Y ETIQUETADO CORRESPONDIENTE
A LOS DIFERENTES LOTES DEL PRESENTE ESTUDIO FARMACOLOGICO.




ANEXO N°19: FOTOGRAFIA N° 06 DE LA ADMINISTRACION DE TESTIGO,
PATRON Y EXTRACTO de Abuta grandifolia (Mart) Sand-With. “raton raton” A
CONCENTRACIONES DE 50, 100, 150 Y 200mg/kg.




ANEXO N°20: FOTOSRAFIA N° 07 DE LA MUERTE DE LA UNIDAD
EXPERIMENTAL POR DESNUCAMIENTO CERVICAL.




ANEXO N°21: FOTOGRAFIA N° 08 DE LA DISECCION DEL ABDOMEN Y
EXTRACCION DEL ESTOMAGO DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL.




ANEXO N°22: FOTOGRAFIA N° 09 DE LA EXTRACCION DEL CONTENIDC
GASTRICO DEL ESTOMAGO DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL PARA LUEGC
PESARLO.




ANEXO N°23: FOTOGRAFIA N° 10 DEL AISLAMIENTO DEL ESTOMAGO Y
CONSERVACION EN SUERO FiSIOLOGICO, PARA SU POSTERIOR LECTURA
DEL GRADO DE ULCERACION.




ANEXO N°24: FOTOGRAFIA N° 11 DE LOS ESTOMAGOS EXTRAIDOS, ABIERTOS
E ICENTIFICACION DE LESIONES GASTRICAS DE AS UNIDADES
EXPERIMENTALES.

Caracteristicas: Estomago en estado basal, sin ningun tratamiento ni etanol.

Observaciones: Superficie mucosa normal

Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Control (Agua destilada).

Observaciones: Mucosa descolorida, edema fuerte, necrosis difusa, presencia de
uiceras iongitudinaies.

Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Testigo (Etanol).

Observaciones: Necrosis difusa, congestion y edema fuerte, presencia de ulceras
longitudinales.



Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Patrén (Ranitidina).

Observaciones: Presencia de edemas longitudinales con coagulos de sangre.

Caracteristicas: Estémago con tratamiento. Extracto (Dosis 50 mg/Kg).

Observaciones: Mucosa descolofida, presencia de edemas y congeshén
longitudinales con coagulos de sangre.

Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Exdracto (Dosis 100 mg/Kg).
Observaciones: Presencia de edemas longitudinales con coagulos de sangre.



Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Extracto (Dosis 150 mg/Kg).

Observaciones: Coloracion y pliegues normales, presencia de edemas y
congestiones leves.

Caracteristicas: Estomago con tratamiento: Extracto (Dosis 200 mg/Kg).

Observaciones: Coloracion y pliegues normales, presencia de edemas y
congestiones jeves.



ANEXO N°25: FOTOGRAFIA N° 12 DE LA LECTURA DEL pH DEL CONTENIDO
SASTRICO.




ANEXO N°26: FOTOGRAFIA N° 13 DEL CONTENIDO GASTRICO QUE SERA

CENTRIFUGADO PARA LUEGO AGREGAR LOS REACTIVOS INDICADOS EN EL
METODO PARA OBTENER PROTEINAS TOTALES.




ANEXO N°27: FOTOGRAFIA N° 14 DE LA LECTURA DE LAABSORBANCIAS EN EL
ESPECTOFOTOMETRO PARA DETERMINAR PROTEINAS TOTALES.




ANEXO N°28: FOTOGRAFIA N° 15 DE LA LECTURA DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL TALLO DE LA Abuta grandifolia (Mart.)
Sand-With. “raton ratn”.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R D.N®147-2012-FCB-D
Bach. LUIS ENRIQUE MEZA ORE

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del jueves cinco de julio del afio dos
mif doce en ef auditorio de [a Facultad de Ciencias Biologicas, reunidos ios docentes bajo la
presidencia del Doctor Tomas Castro Carranza en su condicién de Decano de la Facultad de
Ciencias Biologicas y con la asistencia de los miembros: Magister José Manuei Diez
Macavilca, Dr. Aldo Tinco Jayo, Magister Enrique Aguilar Felices (Asesor) Magister Edwin
Enciso Roca (Cuarto Jurado}, actuando como secretaria Docente la Magister Maricela Lopez
Sierralta, para administrar la sustentacion de tesis: Efecto citoprotector gastrico de! extracto
hidroalcohdlico del tallo de Abufa grandifofia (Mart.) Send-With “ratin raiin” en ratas
albinas. Ayacucho — 2009, presentado por la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Luis
Enrique Meza Oré, quien pretende optar el Titdo Profesional de Quimico Farmacéutico.

El Decano inicia el acto de sustentacién, instruyendo al sustentante en aspectos
relacionados a ia exposicion del trabajo de investigacion en un tiempo correspondiente
maximo de cuarenta y cinco minutos, cediendo {a palabra al sustentante quién para su
disertacion hizo uso de ayuda audiovisual para fa proyeccion de ias diapositivas durante ia
exposicion del frabajo de investigacion lo cual lo realizod en un tiempo correspondiente menor
de cuarenta y ¢inco minutos.

Culminada la exposicion el Decano, inicia la segunda etapa en la cudl los miembros del
jurado calificador realizan {as observaciones y preguntas que crean conveniente para
realizar la evaluacion.

Luego de esta etapa, el decano solicita al sustentanie y plblico en general para que
abandone €l auditorio, dejando al jurado calificador para que pueda deliberar y realizar su
evaluacién como sigue:

JURADC CALIFICADOR EXPOSICION RPTA PREGUNTAS PROMEDIO
Mg. José Manuel DIEZ MACAVILCA 17 17 17
Dr. Johnny Aido TINCO JAYO 17 17 17
Mg. Enrique Javier AGUILAR FELICES 17 17 17
Mg. Edwin Carfos ENCISO ROCA 17 17 17

De la evaluacion del Jurado Calificador el sustentante obtiene la nota promedio de
DIECISIETE (17) de lo cual dan fe ios miembros estampando su firma al pie de la presente.
Cuimina el acto de sustentacion ia seis y quince de la noche.

Mg. José ManuSUDIELMACAVILCA
\ Presidente Miem




Hique Javier AGUILAR FELICES
Miembro — Asesor

\Qr. Johnny
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