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Resumen

RESUMEN

Se determind el efecto gastroprotector de una fraccion butandlica a partir del
extracto acuoso de Capraria biflora L., especie comunmente empleada en
patologias cronicas asociadas a procesos inflamatorios. Dicha fraccion es rica en
compuestos fendlicos y le ha sido estudiada su actividad antinflamatoria por lo que
pudiera comportarse como protectora de la mucosa gastrica. Para el estudio de la
actividad gastroprotectora se evaluaron dos técnicas de produccion de Ulceras
agudas utilizando como agentes ulcerogénicos al etanol absoluto (1 mL/2509) y la
indometacina (50 mg/Kg) y una técnica de Ulcera subaguda por indometacina en la
cual se determiné la actividad de la enzima superoxido dismutasa. En el disefio
experimental se utilizaron dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg de peso y fueron
empleados como controles positivos el omeprazol 20 mg/Kg (modelo de Ulcera por
etanol absoluto) y la ranitidina 100 mg/Kg (modelo de Ulcera aguda y subaguda
por indometacina). La fraccién butandlica mostr6 efecto gastroprotector en los
modelos agudos estudiados con grado de ulceracién y porcientos de inhibicion en
la dosis de 200 mg/Kg similares a los controles positivos empleados para un
p<0,05. Similares resultados fueron obtenidos en el modelo de ulcera subaguda
por indometacina, donde nuevamente la dosis de 200 mg/Kg mostré resultados
comparables a la ranitidina. La administracion de la fraccion butandlica aumenté
los valores de la enzima superoxido dismutasa con respecto al control negativo
para un p<0,05. La fraccién butandlica a partir del extracto acuoso de Capraria

biflora L. presenta actividad gastroprotectora en los modelos seleccionados.

Palabras Claves: Capraria biflora L., Ulcera, fraccion butandlica, indometacina,

etanol absoluto, superdxido dismutasa.



Abstract

ABSTRACT

Presently study is proven the gastroprotective effect of a butanol fraction from the
agueous extract of Capraria biflora L. This species it commonly used in chronic
pathologies associated to inflammatory processes. The butanol fraction is rich in
phenolic compound and its antiinflammatory activity has been studied. This can
suggested that it could behave as gastric protector of the mucous. Were evaluated,
for the study of gastroprotective activity, two techniques of production of acute
ulcers using indomethacin (50mg/Kg) and absolute ethanol (1ml/250g) as
ulcerogenic agents. Also a technique of subacute ulcers for indomethacin was
developed and it was determined of the enzyme superoxide dismutase activity. In
the experimental design dose of 50, 100 and 200 mg/Kg of weight were used and
they were employees as positive controls the omeprazole 20 mg/Kg (of absolute
ethanol model) and the ranitidine 100 mg/Kg (acute and subacute indomethacin
model). The butanol fraction showed gastroprotective effect in the models studied
with similar ulceration grade and inhibition percents in the dose of 200 mg/Kg, to
the controls positive employees for a p<0,05. Similar results were obtained in the
subacute indomethacin model, where the dose of 200 mg/Kg showed results
comparable to the ranitidine again. The administration of the butanol fraction
increased the values of the enzyme superoxide dismutase with regard to the
negative control for a p <0,05. The butanol fraction from the aqueous extract of

Capraria biflora L. presents gastroprotective activity in the selected models.

Key words: Capraria biflora L., ulcers, butanol fraction, indomethacin, absolute

ethanol, superoxide dismutase.
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Introduccion

INTRODUCCION

Las plantas con atributos medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas
para la cura de varias enfermedades. Estas todavia constituyen un importante
campo de la investigacion farmacolégica, encontrando que varios de sus
componentes se encuentran en forma de medicamento vegetal o de materia prima
en la industria farmacéutica. Aunque los conocimientos ancestrales con fines
terapéuticos de las plantas han sido de vital importancia a lo largo de la historia,
no podemos limitarnos a la sabiduria popular ya que la validacion cientifica de
ciertas propiedades de las plantas medicinales es una necesidad (Quintana,
2012).

En la actualidad, hay un sensible aumento de la demanda de farmacos con
extractos vegetales estandarizados y existe un enfoque particular en la busqueda
de nuevos principios activos provenientes de las plantas (Marrassini et al., 2010,
Mena, 2015). Este significativo aumento en la utilizacion de los vegetales, que
constituyen una importante alternativa terapéutica, obedece no solo a los cambios
culturales de muchos pueblos, sino también fundamentalmente al elevado costo
de los farmacos sintéticos (Vivo et al., 2012).

En 1991, el Ministerio de Salud Publica elaboré y puso en practica un plan director
para extender masivamente y en corto plazo la medicina verde en el Sistema
Nacional de Salud de Cuba. Los productos de plantas son menos potentes y en
general, causan menos reacciones adversas que los productos farmaceéuticos
sintéticos y su empleo en la atencién médica primaria puede lograr que se hagan
ahorros en las cuentas destinadas a la atencion médica en el pais (Boffill et al.,
2008).

Muchas especies vegetales wusadas tradicionalmente con propiedades
gastroprotectoras han sido objeto de investigaciones en los Ultimos afos, en aras
de evaluar sus usos tradicionales y descubrir los metabolitos responsables de tal
accion (Scoparo et al., 2014, Carlotto et al., 2015, Hertel et al., 2016).



Introduccion

Se conoce que la gastritis y enfermedad ulcero péptica son mediadas por
procesos inflamatorios. En este sentido, plantas con actividad antiinflamatoria han
demostrado ser gastroprotectoras (Tadic et al., 2012, Tamil Jothi et al., 2013).

La especie Capraria biflora L. (Schrophulareaceae) es una planta recomendada en
afecciones que involucran episodios dolorosos o mediados por inflamacién (Roig,
1988). Esta actividad farmacoldogica fue comprobada en un extracto acuoso
obtenido de sus hojas a diferentes dosificaciones (200, 400 y 800 mg/Kg) tanto en
modelos de inflamacion aguda (edema plantar por carragenina, migracion
leucocitaria) como crénica, mediante la induccion de granulomas por discos de
algoddn. Dosis similares fueron empleadas en modelos de Ulcera por etanol e
indometacina, asi como en modelos de analgesia mostrando actividad a las dosis
ensayadas (Vicet, 2009, Valido, 2011).

En estudios precedentes se realizé un fraccionamiento del extracto acuoso de esta
planta obteniéndose tres fracciones (n- hexano, acetato de etilo y n- butanol). Se
pudo comprobar que la fraccion butandlica resulté una de las mas complejas
desde el punto de vista fitoquimico. Los flavonoides resultaron mas abundantes en
esta, presumiblemente de tipo flavona, flavonol, o flavanona segun las evidencias
descritas para el ensayo de Shinoda (Andrene, 2007). En este sentido se
comprobé la actividad antiinflamatoria de esta fraccibon empleando la dosis de
300ug/mL mediante la técnica de migracion leucocitaria en modelo de peces
cebras (Vicet, 2009).

Tomando en consideracién estos aspectos se propone el siquiente problema

cientifico:

La accién antiinflamatoria comprobada a la fraccion butandlica de la especie
Capraria biflora L. sugiere que esta pueda proteger la mucosa gastrica; sin
embargo, no existen investigaciones preclinicas referenciadas que corroboren
dichos usos, por lo que es preciso realizar estudios farmacolégicos que avalen

esta actividad.



Introduccion

Este trabajo cientifico parte de la hipdtesis de que la fraccion butandlica obtenida
de las hojas de Capraria biflora L. pueda presentar actividad gastroprotectora en

ratas de la linea Sprague-Dawley.

Para comprobar dicha hip6tesis se plantea el siguiente objetivo general:

Evaluar la accion gastroprotectora de la fraccion butandlica obtenida de las hojas

de Capraria biflora L. en ratas de la linea Sprague-Dawley.

A partir de este objetivo general se proponen los siguientes objetivos
especificos:

1. Determinar el efecto gastroprotector de la fracciéon butandlica obtenida de
las hojas de Capraria biflora L. mediante los modelos agudos de Ulcera por

etanol absoluto e indometacina.

2. Determinar el efecto gastroprotector de la fraccion butandlica obtenida de
las hojas de Capraria biflora L. mediante el modelo de Ulcera subaguda por

indometacina.

3. Determinar la actividad de la enzima Superoxido Dismutasa en la mucosa
gastrica de ratas en las que se emple6 el modelo subagudo de

indometacina.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1.Estébmago. Fisiopatologia

La fisiologia gastrica es compleja y dindmica, pues mantiene una interaccion
constante entre estructuras anatomicas, sus secreciones, el medio y los factores
exdgenos aportados por el individuo (Coronel, 2016). El estbmago es un
ensanchamiento con forma de “J” del tubo digestivo, localizado por debajo del
diafragma en el epigastrio, la regién umbilical y el hipocondrio izquierdo. Conecta
el es6fago con el duodeno, la primera porcion del intestino delgado. Su posicién
exacta y tamafio varian continuamente (Salazar, 2013). Desde un punto de vista
topografico, presenta cinco regiones que son: el cardias (union gastroesofagica),
el fondo, el cuerpo, el antro y finalmente el piloro. El estbmago de un adulto mide
aproximadamente 25 centimetros de longitud y 10 centimetros de ancho, con una
capacidad de 1,5 litros (Coronel, 2016).

Esoéfago

Duodeno

Capas
musculares

Figura 1. Anatomia del estomago. Tomado de (Salazar, 2013).

La pared del estbmago esta compuesta por las mismas cuatro capas que el resto
del tubo digestivo, con algunas modificaciones. La superficie de la mucosa es una
capa de células epiteliales cilindricas simples llamadas células mucosas
superficiales. La mucosa contiene una lamina propia (tejido conectivo aereolar) y
una muscularis mucosae (musculo liso). Tres capas adicionales yacen debajo de
la mucosa. La submucosa, la muscular que tiene tres capas de musculo liso (una

capa longitudinal externa, una capa circular media, y una capa oblicua interna), y

4
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la serosa que esta compuesta por epitelio pavimentoso simple (meostelio) y por
tejido conectivo aereolar (Salazar, 2013).

Las funciones béasicas son el almacén de los alimentos, la exposicion de los
alimentos al medio &cido, proveer una barrera que no permita el paso de los
microorganismos al intestino y brindar proteccion a la mucosa de agresiones
endogenas y exdgenas (Holtmann and Talley, 2014). En él comienza la digestién
de las proteinas. Almacena la comida deglutida, mezcla la comida con los acidos
gastricos y luego la envia hacia el intestino delgado. Constituye un reservorio en el
cual el alimento ingerido se impregna en jugo gastrico que contiene enzimas y
acido clorhidrico y, posteriormente libera espasmddicamente al duodeno mediante
el peristaltismo gastrico (Quintana, 2012).

En el estbmago, los jugos acidos (gastricos) se liberan de las glandulas de la
mucosa estomacal. Estos jugos rompen los alimentos en un fluido grueso, que
luego se mueve en el intestino delgado. Cuando el alimento descompuesto esta
en el intestino delgado, los nutrientes de los alimentos se absorben en el torrente
sanguineo. Los residuos se mueven en el intestino grueso (intestino grueso),
donde los liquidos se reabsorben de nuevo en el cuerpo y el resto se pasa fuera

del cuerpo como una evacuacion intestinal (USOC, 2015).

1.2.Inflamacién gastricay Ulcera péptica
1.2.1. Inflamacion gastrica

La Gastritis es una inflamacién de la mucosa del estdmago que puede ser de tipo
agudo, de aparicion rapida y resolucion en pocos dias, o de tipo crénico, en cuyo
caso puede persistir durante afios y producir Ulcera péptica (Salazar, 2013). Puede
ser solo superficial y, por tanto, poco nociva, o penetrar profundamente en la
mucosa gastrica y provocar una atrofia casi completa de sus glandulas, si su
evolucion es prolongada. En algunos casos, es aguda e intensa, con ulceraciones
mucosas debidas a la propia secrecion del estbmago (Guyton and Hall, 2016).

Esta patologia se ha convertido en una enfermedad de Salud publica a nivel
mundial, segun datos recientes de la Organizacion Mundial de la Salud, el 80% de

la poblacion mundial padece de gastritis (Quintana, 2012). Desde el punto de vista

5
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histologico estaria asociada con un aumento del nimero de células inflamatorias
de la mucosa, caracterizada por un dolor fijo y quemante en el epigastrio, que
aumenta por la presion y la ingestion de toda clase de sustancias, acompafadas
de nauseas y vomitos (sobre todo cuando la enfermedad sigue una marcha
aguda), calentura, ansiedad y de hipo (Fernandez, 2014).

Los malos habitos alimenticios, el estrés y la bacteria llamada Helicobacter pylori
(H. pylori) son los principales desencadenantes de este mal que no se presenta a
una edad especifica. Segun Hernan Valladares, gastroenterélogo, incluso los
nifios pueden llegar a desarrollar la enfermedad. Puede ser causada por una
infecciébn bacteriana o viral, enfermedades autoinmunes, por el reflujo de bilis
hacia el estomago (reflujo biliar), o por irritacién (Marten et al., 2013).

Esta infeccion responde a menudo a un ciclo intensivo de medicamentos
antibacterianos. Ademas, la ingestion de algunas sustancias irritantes lesiona en
particular la barrera protectora de la mucosa gastrica, constituida por las glandulas
mucosas Yy las uniones estrechas entre las células epiteliales del revestimiento
gastrico, y suele acarrear una gastritis aguda o crénica grave (Guyton and Hall,
2016).

1.2.2. Ulcera péptica. Concepto. Generalidades

El término Ulcera péptica (UP) lo utilizd, por primera vez, Quincke (1882) e
indicaba que las propiedades digestivas del jugo gastrico eran las responsables de
su produccién o mantenimiento, y se creia que el agente productor era la pepsina
(Pérez et al., 2004). Actualmente el concepto de UP presupone la existencia de
una lesion de caracter erosivo en la pared interna de la mucosa gastrica o de la
primera porcion del intestino delgado (Chirri, 2013, Mena, 2015).

Una ulcera se define como la pérdida de la integridad de la mucosa del estbmago
o del duodeno que produce un defecto local o excavacion a causa de inflamacién
activa y que en profundidad alcanza la submucosa. Esta es una de las patologias
mas frecuentes del aparato digestivo (Garcia, 2015). El dolor epigastrico
guemante, exacerbado por el ayuno y que mejora con la alimentacion, es un

complejo sintoméatico que la caracteriza (Del Valle, 2008).
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Las Ulceras se producen en el estdmago o el duodeno, y con frecuencia son de
naturaleza cronica (Del Valle, 2008). Aparecen en cualquier porcion del estbmago,
pero la localizacion mas frecuente corresponde a los primeros centimetros del
piloro. Ademas, las UP afectan a menudo a la curvatura menor del extremo antral
del estbmago o, mas rara vez, al extremo inferior del es6fago, hacia donde
refluyen los jugos gastricos (Guyton and Hall, 2016).

Ha sido reportado que es dificil tener una tasa de incidencia y prevalencia estable
de UP, esto es debido a la dificultad de encontrar pacientes con sintomatologia
sugerente de presencia Ulcera gastrica (UG) o Ulcera duodenal (UD) documentada
por medio de endoscopia (Camacho, 2014). Es una importante causa de
morbilidad y coste sanitario, que cada afio afecta a 4 millones de personas a nivel
mundial, de las que un 10% - 20% desarrolla complicaciones como hemorragia,
perforacién y estenosis (Garcia, 2015, Hurtado, 2014). En Cuba, durante el 2014,
la Ulcera digestiva constituyé la vigésima causa de muerte, ocurriendo 372
defunciones para una tasa de 3,3 por cada 100 000 habitantes (Santana, 2016).
La UP es una enfermedad heterogénea atribuible a una serie de factores,
anatomicos, psicolégicos, ambientales, farmacologicos, bacterianos y los estilos
de vida, que de forma aislada o en combinacion, actian produciendo un
desequilibrio entre los elementos agresivos y defensivos de la mucosa
gastroduodenal que necesariamente lleva a la aparicion de lesiones en el
estbmago y/o en el duodeno (Hurtado, 2014). Se ha descrito que el uso
inadecuado de acido acetilsalicilico (AAS) y de los antinflamatorios no esteroides
(AINESs) esta asociado con un incremento en el nimero de las complicaciones de
la UP, entre las cuales se encuentran la hemorragia digestiva alta y la perforacion
de la mucosa gastrica o duodenal (Arroyo et al., 2013).

En paises del primer mundo, como EE. UU., estas complicaciones tienen un
considerable impacto econdémico, sobre todo en relacion a la pérdida de
productividad en el trabajo, estimandose estas pérdidas en 5,65 billones de
dolares americanos por afio. En los Paises Bajos se calcula que el costo per
capita por caso de hemorragia, perforacion, o una combinacién de ambos es de 12
000, 19 000 y 26 000 euros, respectivamente (Arroyo et al., 2013).
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Las UD y las UG comparten muchos rasgos patogénicos, diagnésticos y
terapéuticos, aunque existen diversos factores que las diferencian (Hurtado, 2014).
En la UD la accién del acido supondria el factor agresivo, mientras que en la UG
fracasarian los factores defensivos (Del Valle, 2008).

Se consideran como factores agresivos el acido, la pepsina, el tabaco, el alcohol,
los acidos biliares, los AINEs, y H. pylori. Mientras que dentro de los defensivos
nos encontrariamos con la barrera de la mucosa gastrica, la formacion y secrecion
de mucus, la secrecion de bicarbonato, la regeneracion epitelial, el flujo
sanguineo, las prostaglandinas, los mecanismos intrinsecos de secrecion gastrica
y hormonales, y el estado de salud y factor basico de crecimiento de los
fibroblastos (Chirri, 2013, Garcia, 2015).

También ha sido reportado que los bifosfonatos orales, el cloruro de potasio,
medicamentos imunosupresivos, y la disminucibn de los niveles de
prostaglandinas relacionados con la edad, muestran su contribucion a la
enfermedad Ulcero péptica. Sin embargo, el aislamiento de H. pylori y su
identificacion lideran las investigaciones acerca del papel de la inflamacion y la
cascada de citoquinas asociada a la secrecion gastrica (MINSAL, 2013, Escorcia,
2014, Sisa, 2015).

1.2.3. Factores etiolégicos

H. pylori es un bacilo espiral flagelado Gram (-) que se adquiere principalmente en
la infancia, productor de ureasa, que se encuentra en el estbmago de cerca del 90
- 95% de los pacientes con UD y del 60-80% de aquellos con UG. La infeccion por
esta bacteria provoca, principalmente, una disminucién de la concentracion de
somatostatina y una disminucion de la poblacion de células D (productoras de
somatostatina). Se pierde el efecto inhibitorio sobre la gastrina, con la consiguiente
hipergastrinemia que origina un aumento de células parietales y un aumento de la
secrecion acida. Ademas, produce la liberacion de una serie de compuestos que
aumentaran el dafio celular: citotoxinas, oxido nitrico, proteina del shock térmico
(Garcia, 2015).
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H. pylori evade el ataque del sistema inmune causando una inflamacién crénica e
indolente por varios mecanismos, puede dafiar el sistema de defensa de la
mucosa Y reducir el grosor de la capa de mucus, disminuye el flujo de sangre a la
mucosa, e interactia con el epitelio gastrico a través de los estadios de la
inflamacion. La infeccidn por esta bacteria puede también incrementar la secrecion
de acido gastrico por la produccion de antigenos, factores de la virulencia, y
mediadores solubles, induce la inflamacion aumentando la masa de células
parietales y asi la capacidad de secretar acido. Asociado al gen CagA puede jugar
un importante role interfiriendo las vias de sefializacién epitelial que regula la
respuesta celular y posiblemente contribuya a la disrupcion apical de la barrera
géstrica, la secrecion de interleukina-8, y cambios fenotipicos en las células
epiteliales gastricas (Escorcia, 2014).

Los AINEs inhiben la actividad de la Ciclooxigenasa 1 (Cox-1) lo que ocasiona una
disminucioén en la sintesis de prostaglandinas (PG), prostaciclinas y tromboxanos.
Las PG tienen un efecto citoprotector de la mucosa gastrica ya que aumentan, la
secrecion de mucus, la secrecion de bicarbonato, el flujo sanguineo y la
restauracion epitelial. Su inhibicion altera los mecanismos de proteccion y permite
que los acidos biliares, la pepsina y el acido clorhidrico ataquen a la mucosa
(Garcia, 2015).

El alcohol se conoce como una sustancia necrotizante y su ingestion excesiva
puede resultar en gastritis, caracterizada por edema de la membrana mucosa,
hemorragias sub epiteliales, exfoliacion celular e infiltracion de células
inflamatorias. Asi, las enfermedades del tracto gastrointestinal relacionadas con el
consumo excesivo de alcohol juegan un papel importante en la gastroenterologia

clinica (Saturnino et al., 2011).

El tabaco se ha implicado como factor etiolégico de la UD, retardando la
cicatrizacion y aumentando las recurrencias. Este efecto se realiza a través de
diferentes mecanismos como: aumento de la secrecion acida en el estbmago,
disminucidon de secrecion pancreatica de bicarbonato, disminucién de sintesis de
PG y estimulacion del reflujo del contenido duodenal hacia el estomago (Gaibor,
2013).
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La Ulcera por estrées se suele presentar en pacientes politraumatizados,
guemados, enfermos con hipertension endocraneal, después de una cirugia
mutilante, en pacientes con sepsis y en aquellos que han sufrido shock
hemorragico. Aparece también en enfermos sometidos a ventilacion mecanica y
en general en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos con

motivo de enfermedades graves (Hurtado, 2014).

1.3.Citoproteccion. Terapias actuales
Aunque la secrecién acida gastrica y la presencia del H. pylori han dominado en
los ultimos tiempos la fisiopatologia de la enfermedad ulcerosa péptica, la
apreciacion de los medios por los cuales la mucosa géastrica se protege a si misma
del dafio ha sugerido enfoques terapéuticos adicionales, llevando a establecer el
concepto de “citoproteccion” (Ferrer et al., 2010). Hoy dia, se estudia el efecto
citoprotector de las PG, prostaciclinas, O6xido nitrico, sulfhidrilos y otros
mediadores y mecanismos enddgenos de la gastroproteccion (Arrieta et al., 2009).
De esta manera, la adquisicion de conocimientos cada vez mas profundos en el
campo de la fisiopatologia del sistema gastrointestinal ha devenido en el desarrollo
de una gran variedad de productos sintéticos que, tomando como base los
conceptos actuales de citoproteccion, son capaces de ejercer multiples efectos

beneficiosos en este sentido.

Los antihistaminicos H2 (Cimetidina, Ranitidina, Famotidina, Nizatidina) producen
la inhibicidon de la secrecion acida por bloqueo de los receptores especificos de
produccion de acido (H2 de la histamina). Estas han demostrado ser eficaces y
seguras en la cicatrizacion de las lesiones ulcerosas, asi como en la disminucion
de las recidivas si se administran de forma continua. En cuatro semanas
consiguen cicatrizar el 80-85% de las UD y el 70-75% de las UG. A las 6 semanas
estas cifras ascienden a un 90-92% y a un 80-85% respectivamente. La ranitidina
ha demostrado ser eficaz en la prevencién de la UD cuando se administran AINES,
pero no evita la aparicibn de lesiones gastricas a dosis estandar. Son
significativamente menos eficaces que omeprazol y misoprostol en la cicatrizacién

de lesiones ya presentes si se sigue administrando el AINE (Gaibor, 2013).
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Los protectores de la mucosa como el Sucralfato actian formando como un
parche que se deposita en la Ulcera y esto impide el ataque de los acidos del
estbmago en la zona dafiada. Estos medicamentos no se absorben. El Dicitrato
bismutato tripotasico ademas de producir una capa protectora de la mucosa,
puede tener un efecto inhibidor de la bacteria H. pylori. Otra sustancia protectora
es el Acexamato de zinc, que parece también estabilizar los mastocitos e inhibir la
secrecion de histamina. La Pirenzepina produce un bloqueo nervioso (colinérgico)
de la secreciéon de &cidos, por ello también produce sequedad de boca (3,9%) y
vision borrosa (1,7%) (Mena, 2015).

Los inhibidores de la bomba de protones (IBP) son farmacos que actian
inhibiendo de manera irreversible la enzima H /K -ATPasa de las células parietales
de la mucosa gastrica. Disminuyen, por tanto, la secrecién acida al actuar en el
ultimo eslabdn fisiol6gico del proceso. Aunque la semivida en plasma es corta (de
1 a 2 horas) su efecto es mas prolongado debido a que la inhibicidn irreversible
requiere la sintesis de nuevas bombas de protones para reanudar la secrecion
acida. La maxima supresion &cida se alcanza, en promedio, a los 3 dias de
tratamiento (Gaibor, 2013).

El omeprazol, el lansoprazol y el pantoprazol inhiben la secrecién gastrica de
forma muy efectiva. Son mas rapidos y eficaces que los bloqueadores H2 en
lograr alivio sintomatico y cicatrizar las lesiones. En cuatro semanas cicatrizan el
92-96% de las UD y un 85% de las UG. A las ocho semanas de tratamiento mas
del 95% de las lesiones, tanto duodenales como gastricas, estan cicatrizadas.
Tanto omeprazol como lansoprazol inhiben in vitro el crecimiento de H. pylori y
cuando se administran in vivo, aunque no consiguen la erradicacion, si disminuyen
el numero de colonias y por esto se utilizan como parte del tratamiento de la
infeccién por esta bacteria, ademas de mejorar la eficacia de los antimicrobianos
(Gaibor, 2013). Ahora bien, el tratamiento con misoprostol es caro y produce
efectos colaterales gastrointestinales como diarreas en un 10% de los casos y no
se puede utilizar en el embarazo, y el Omeprazol por su parte, en tratamientos

prolongados, puede producir anaclorhidria (Esplugues and Barrachina, 2014).

11
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Como se puede apreciar el cada vez mas sofisticado arsenal de medicamentos
conlleva a un elevado costo de produccion, lo que encarece también su
adquisicién, y a la par de sus efectos beneficiosos sobre la patologia
gastrointestinal, también provocan en su gran mayoria, una serie de efectos
adversos o secundarios que comprometen otras funciones. De aqui que haya ido
cobrando mayor importancia, de una manera mas pronunciada en los ultimos
tiempos, el rescate de la medicaciébn a partir de productos de origen natural,
opcién conocida y practicada por el hombre desde su propio surgimiento.

1.4. Fitoterapia gastroprotectora

Muchos compuestos quimicos se han aislado de plantas medicinales con actividad
antiulcerosa. Esta es wuna razén importante para estudiar los efectos
antiulcerogénicos de las plantas tradicionalmente utilizadas en la medicina popular
para el tratamiento de enfermedades gastricas (Condori and Torres, 2013, Boeing
et al., 2016, Rodrigo et al., 2016). Entre las principales clases de componentes
bioactivos quimicos capaces de ofrecer gastroproteccion se encuentran los
alcaloides, las saponinas, los flavonoides, las xantonas, los triterpenos y los
taninos (Saturnino et al., 2011, Akuodor et al., 2013).

Se ha demostrado un efecto antisecretorio y gastroprotector al evaluar los
extractos etanolico y metandlico de Piper aduncum (matico) asi como sus
respectivos fitofarmacos en céapsulas, esta actividad parece estar presente
también en otras especies del género Piper. Los extractos de diclorometano,
cloroformo, hexano y metanol, lograron una disminucion de la inflamacién de mas
del 66% en este sentido el extracto etandlico presentd una actividad de 100% para
disminuir el nimero de bandas hemorragicas mientras que el extracto cloroférmico
mostré una actividad antiulcerosa de 75% (Arroyo et al., 2013).

En este sentido Piper carpunya (Guaviduca) mostro efectos en la mucosa gastrica
de ratas Wistar al disminuir el area ulcerada, impidio la infiltracion de neutrofilos
inducida por la administracién de AINE in vivo, e inhibi6 la liberacién de la enzima
mieloperoxidasa proteolitica de los neutrofilos estimulados con el iondforo de

calcio A23187. EI efecto gastroprotector del P.carpunya en este modelo
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experimental se le atribuyen a mecanismos antiinflamatorios y antiradicales que
pudiera presentar la planta (Quintana, 2012).

Estudios realizados a la semilla de Elettaria cardamomum L. (cardamomo)
demostraron su efecto sobre la UP. Se extrajeron de los frutos secos y
pulverizados, extractos y fracciones con diferentes disolventes, y por diferentes
métodos de extraccion. El estudio se llevo a cabo en ratas de la linea Wistar a
diferentes dosis y se comprobd su capacidad para inhibir lesiones gastricas,
inducidas por aspirina, etanol y ligadura pil6rica, debido a sus efectos sobre la

mucosa de la pared y la produccion de acidos gastricos (Garcia, 2016).

1.5.Accidén gastroprotectora y sistema antioxidante

Los organismos aerobios han desarrollado un sistema de defensa antioxidante
para protegerse de la continua oxidacion a la que estan sometidos por el mero
hecho de existir, este es requerido intra y extracelularmente para mantener la
homeostasis del estado oxidativo. Actuando a través de diversos componentes
enzimaticos y no enzimaticos, dicho sistema consigue contrarrestar la accion tanto
de los pro-oxidantes derivados del metabolismo celular como de aquellos
presentes en nuestra dieta. En conjunto, actuarian a tres niveles posibles:
prevencion de la formacién de radicales libres, intercepcion de los mismos y
reparacion del dafio oxidativo generado (Carrasco, 2014).

En general, las enzimas que componen el sistema antioxidante suponen la
principal defensa intracelular. Muchas de ellas son metaloenzimas que dependen
de minerales aportados por la dieta para realizar su funcién. Por ejemplo, la
enzima superoxido dismutasa (SOD), que acelera la conversion del radical O2- en
H202. Existen tres formas de esta enzima, clasificadas en funcion del metal que
actua como cofactor: las formas que necesitan manganeso (Mn-SOD), presentes
en la mitocondria, y las que requieren cobre y zinc (Cu-SOD y Zn-SOD),
mayoritariamente en el citosol (Carrasco, 2014, Cota, 2014, Riera, 2015).

Se ha comprobado que la actividad SOD es imprescindible para la vida. Niveles
anormalmente altos o bajos de SOD (como los presentes en enfermos de
Sindrome de Down, que muestran una disminucion en la expresion de las formas

Cu-SOD y Zn-SOD, como resultado de una mutacion en el gen codificante
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localizado en el cromosoma 21) dan lugar a efectos deletéreos sobre el
organismo. La enzima SOD también ejerce su funcién antioxidante de forma
indirecta previniendo la liberacion de iones de hierro desde los clusters hierro-
sulfuro y, por tanto, evitando la descomposicién de H202 en OHe mediada por
iones de hierro (reaccion de Fenton), asi como otros fenomenos (Castillo and
Riveron, 2014, Pulido, 2014).

Existen estudios reportados en la literatura donde relacionan la actividad
gastroprotectora y la implicacion del sistema antioxidante (Tae et al.,, 2013,
Sanchez et al.,, 2014). En este sentido Quintana (2012) comprobd la actividad
antiulcerogénica del extracto hidroalcohdlico de Achillea millefolium L. frente a
lesiones géstricas inducidas por etanol y &cido acético al 80%. El tratamiento
redujo las Ulceras gastricas crénicas inducidas por acido acético y promovié una
regeneracion importante de la mucosa gastrica. Previno la reduccion de los niveles
de glutation (GSH) y la actividad de la SOD. En dosis de 10 mg/Kg inhibio la
actividad de mieloperoxidasa (MPO) en Ulcera gastrica inducida por el &cido
acético (Quintana, 2012).

Por otra parte, la administracion oral del extracto hidroalcohdlico de Maytenus
robusta Reissek (10mg / Kg), mediante el modelo de ulceras inducidas por acido
acético, redujo el area de la UG y produjo la regeneracion de la mucosa gastrica
en analisis histoldgico realizados. Ademas, el tratamiento con este extracto
aumentd la mucina gastrica el contenido y reduccion del estrés oxidativo e
Inflamatorios en el sitio de la Glcera (Mota et al., 2015).

Asi pues, el reino vegetal puede proporcionar una fuente muy atil de nuevos
compuestos gastroprotectores que se desarrollen como preparaciones
farmacéuticas alternativas o complementarias a las terapias ya existentes (Mena,
2015).

1.6.Género Capraria
El género Capraria al que pertenece la especie Capraria biflora L., se conoce en
nuestro pais por varios nombres, en la zona central como escabiosa o esclaviosa,

como maguiro o magiira en Vueltarriba y Vueltabajo y majuito en la parte
occidental. En Camaguey algunos le llaman magtiro y otros le dicen viuda (Roig,

14
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1988). Es conocida por otros nombres en otros paises del area caribefia, como té
del pais en Puerto Rico, escobo en Colombia, en México es conocida como
claudiosa; coat-weed en EUA y Jamaica (Morais et al., 1995), fregosa y pifion en
Venezuela; en Martinica se conoce como thed Amerique; the du pays en
Guadalupe y cha-de-Calcada en Brasil (Matos, 1994).

1.6.1. Principales usos atribuidos a Capraria biflora L.

La especie Capraria biflora L. en particular es usada como té de hierbas (D’ARCY,
1979) y algunos autores le atribuyen una accion anéloga al té de China (ldeker,
1996) y es la Unica de su género a la que se le confieren usos medicinales.

La medicina natural le ha atribuido muchos usos medicinales a esta especie, asi,
por ejemplo, Roig (1988), la reconoce como tonico digestivo, antidiarreico, y como
astringente en las heridas; en bafios o locion en afecciones ovaricas y uterinas.
Morais y colaboradores (1995) como sudorifica, febrifuga y en afecciones del
tracto urinario (Morais et al., 1995). En Jamaica es empleada para el tratamiento
de la fiebre, la influenza e indigestiones (Mitchell and Ahmad, 2006). Las hojas y
tallos se utilizan en Venezuela para las molestias estomacales (Puerta and Leon,
2009); ademas son usadas para aliviar algunos desordenes dérmicos, como
escabiosis y escozor, para el combate de dolores estomacales, dispepsia y en

asociacion con otras plantas como estimulante digestiva (Aquino et al., 2006).

1.6.2. Evaluaciones farmacolégicas previas

Las primeras investigaciones se desarrollaron por Gongalves de Lima en 1954 y
1958, al evaluar la actividad antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y
otros gérmenes de un principio activo denominada biflorina aislada a partir de las
raices de la planta (Goncalves de Lima et al., 1954, Gongalves de Lima et al.,
1958).

Se desarrollaron otras investigaciones con esta molécula que permitieron verificar
la actividad citotoxica y el potencial antioxidante de la biflorina tanto in vitro como
in vivo. Se demostr6 ademas que esta molécula es capaz de incrementar la

respuesta lograda por el 5-fluorouracilo (5-FU) inoculado en modelos de tumores,
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lo cual demostr6 que la biflorina actia como un agente inmunoadyuvante
(Vasconcellos et al., 2007).

En estudios realizados se comprobd, a través de técnicas experimentales el efecto
analgésico (test de contorsiones y plato caliente) del extracto acuoso obtenido a
partir de las hojas de C. biflora. Adicionalmente Vicet (2009), evalud los efectos
antiinflamatorio agudo (edema plantar por carragenina, peritonitis inducida por
carragenina y evaluacion de la migracién leucocitaria en embriones de Danio rerio.
Estos experimentos demostraron que el extracto posee una potente actividad
antiinflamatoria a dosis de 200 mg/Kg de peso por via intraperitoneal y 400 mg/Kg
via oral, asi como una moderada actividad analgésica a dosis de 200 mg/Kg de
peso al comparar con los farmacos de referencia utilizados (Vicet, 2009).

Valido (2011), evalué la actividad antiinflamatoria cronica y gastroprotectora del
extracto acuoso de las hojas de esta planta, mediante varios modelos. El efecto
antiinflamatorio se comprobé mediante el modelo experimental de granulomas
inducidos por discos de algoddén, concluyendo que posee actividad a todas las
dosis estudiadas 200, 400 y 800 mg/Kg. Para comprobar la actividad
gastroprotectora se emplearon las técnicas de Ulcera gastrica inducida por etanol
absoluto y por indometacina; con el primer modelo se obtuvo actividad
gastroprotectora a todas las dosis estudiadas, con porcentajes de inhibicion
similares a la atropina, mientras que con el modelo de Ulcera por indometacina,
resulté que las dosis mas activas fueron las de 400 y 800 mg/Kg, con porcentajes

de inhibiciébn comparables a la ranitidina (Valido, 2011).

1.6.3. Estudios toxicoldgicos previos

Se realizé un estudio de toxicidad limite a dosis unica con objetivo de evaluar el
posible grado de toxicidad del extracto acuoso de C. biflora. El ensayo se realiz6
segun las regulaciones de la Organizacién para la Cooperacion Econdémica y para
el Desarrollo (OECD, 2014), a través del test de dosis limite a un nivel de dosis de
2000 mg/Kg por via oral (CYTED, 2002). El ensayo concluyé que no se

observaron afectaciones en los animales tanto en el peso vivo ni en el andlisis
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macroscopico de los 6rganos lo que muestra que no existio evidencias de ningun
signo de toxicidad ni mortalidad en los grupos tratados (Vicet, 2009).

En 2013 se evaluo la toxicidad por dosis repetida (28 dias) del extracto acuoso de
las hojas de esta planta en ratas de la linea Sprague-Dawley administrando por
via oral en las dosis de 400, 800 y 1600 mg/Kg de peso vivo. El ensayo concluyo
que el extracto no evidenciaba efectos toxicos en los animales (Canto, 2013).
Recientemente Cathrina (2015), evalué el potencial genotdxico in vivo del extracto
acuoso de las hojas de esta especie empleando una dosis de 800 mg/Kg en
ratones de la linea BALB/c/Cenp., mediante los modelos de Médula Osea y sangre
periférica. Los resultados obtenidos le permitieron demostrar el bajo potencial

genotéxico del extracto en los modelos seleccionados (Cathrina, 2015).
1.6.4. Fraccién butandlica del extracto acuoso de Capraria biflora L.

Andrene (2007), evalu6 tres fracciones provenientes del fraccionamiento del
extracto acuoso de Capraria biflora L. (n- hexano, acetato de etilo y n- butanol). En
este se pudo comprobar que la fraccién n- butandlica resulté una de las fracciones
mas complejas desde el punto de vista fitoquimico, pues se obtuvieron resultados
positivos para el ensayo de Shinoda, espuma, Liebermann-Burchard, cloruro
férrico y Fehling, demostrando la presencia de saponinas flavonoides y otros
compuestos fendlicos, asi como azucares y compuestos relacionado. Cuando se
analizaron los resultados de este estudio con respecto a los flavonoides, como
metabolito de interés, se observO que estos estaban presentes en 2 de las
fracciones evaluadas (butanodlica, acetato de etilo) aunque resultaron mas
abundantes en la fraccion butandlica, presumiblemente de tipo flavona, flavonol, o
flavanona segun las evidencias descritas para el ensayo de Shinoda (Andrene,
2007). En este sentido se comprobo la actividad antiinflamatoria de esta fraccion
empleando la dosis de 300ug/mL mediante la técnica de migracién leucocitaria en
modelo de peces cebras obteniendo solo un 33, 3% de migracién leucocitaria
(Vicet, 2009).

17



Mm‘em’a/eyy WMétodos

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX) de la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, y en el Departamento de
Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), en el afo
2017.

2.1.Equipos, Materiales y Reactivos empleados

Balanza analitica digital (Sartorius, BS-124S, Alemania), Balanza técnica digital
(Sartorius, TE 12000, Alemania), Estufa (Binder, USA), Rotoevaporador (BUCHI
R-200, Alemania), Plancha de calentamiento (IKA C-MAG HP7, Alemania), Manta
de calentamiento (Electrothermal MX, Rusia), Molino de cuchillas (IKA-MF 10B,
Alemania), Espectrofotometro (T60 UV-Visible Spectrophotometer, USA).

Utensilios y cristaleria de laboratorio.

e N-butanol
e NaOH (Panreac 141686):1000g.
e EDTA (Acido etilendiaminotetracético) (Sigma ED):500g.

2.2. Procesamiento del material vegetal
2.2.1. Recoleccion

La recoleccion del material vegetal se realizo en areas cercanas a la UCLV, en el
mes de febrero del 2017; las partes aéreas se trasladaron en bolsas de nylon
hasta el laboratorio de Farmacognosia donde se lavaron con abundante agua
potable y se procedi6 a la seleccion de las hojas como material de interés. Previo
al procesamiento del material, se realizé la comprobacién botanica de la especie
por el Dr. Cristébal Rios Albuerne, especialista en Taxonomia Vegetal del citado
Centro de Estudios del Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas. Ejemplares de la planta se compararon con muestras identificadas en el
herbario localizado en el Jardin Botanico de la citada institucion, bajo el niumero
08132.
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2.2.2. Secado y molinado

El secado se realiz6 mediante calor artificial durante 3 dias a una temperatura de
40°C con aire recirculado (Vicet, 2009), utilizando una estufa. Se almacend en
bolsas de polietileno en una desecadora protegida de la luz y la humedad, hasta el
momento de su utilizacién. La droga seca se trituré en un Micromolino de cuchillas

de 5 pulgadas, con un tamafio de particulas de 3mm.

2.2.3. Obtencién de la fraccién butandlica

Procedimiento:

Se pesaron 100 g de la muestra vegetal seca y molinada y se transfirieron a un
balén. La droga se humect6 con agua y se completé volumen hasta 1L. El material
vegetal fue sometido a un proceso de extraccion sélido-liquido (por reflujo) durante
30 min. El extracto fue filtrado y concentrado en bafio de Maria en una plancha de
calentamiento hasta obtener un extracto soélido. Posteriormente se redisolvio en
100 mL de agua destilada y se extrajo en un embudo separador con N-butanol
saturado en agua (1L). Finalmente, la fraccion butandlica se concentr6 hasta

sequedad en un rotoevaporador (Vicet, 2009).

2.3. Modelo biolégico

Se utilizaron 90 ratas machos (60 para estudios agudos y 30 para estudio
subagudo) de la linea Sprague-Dawley (S/D) de 6-8 semanas de edad y con un
intervalo de peso inicial entre 180- 200g. Esta linea es ampliamente utilizada en
técnicas de farmacologia experimental por la facilidad de su manipulacion, su facil
manutencion, la reproducibilidad de los resultados obtenidos en los estandares
establecidos internacionalmente, y la amplia base de datos farmaco- toxicolégicos

con que se cuenta de las lineas producidas en el pais (Berenguer et al., 2005).

2.3.1. Suministro y Cuarentena

Los animales fueron suministrados por el Centro Nacional de Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB) acompafados del correspondiente

certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria (Anexo 1).
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Una vez recibidos los animales procedentes del Centro Suministrador, se

inspeccionaron para corroborar el estado de salud general de la colonia y se
seleccionaron, al azar, el 10% de los animales recibidos, incluyendo los
moribundos, para realizarles exdmenes de hematologia y patologia. El periodo de

cuarentena fue de 5 dias.

2.3.2. Aleatorizacion y alojamiento

Los animales que presentaron un estado de salud general aceptable al finalizar la
cuarentena se asignaron de forma aleatoria a los grupos experimentales. Los
animales fueron alojados en cajas T- 4 con fondo de rejilla a razén de 6
animales/caja. Durante el estudio se mantuvo una temperatura de 20 = 3°C,

humedad relativa de 30-70% vy ciclo de luz oscuridad 12/12.

2.3.3. Método de identificacion

Los animales se identificaron individualmente mediante el método de ponche en la
oreja. Las cajas se identificaron mediante tarjetas que contuvieron la siguiente
informacion: namero del Protocolo, nimero de la caja, grupo de tratamiento,

namero del animal, sexo, especie y linea.

2.3.4. Alimentacion y agua de bebida

El alimento consistié en pienso peletizado esterilizable, especifico para ratas y
ratones todo propdsito, con féormula EAO1004 certificado por el productor
(CENPALAB) (Anexo 2), el cual se suministré a razén de 25 g/animal/dia y agua
de bebida apta para el consumo humano. El acceso se realizé a libre demanda.
Los animales se mantuvieron en ayuna durante 24 horas antes de comenzar la
experiencia en cajas de fondo de rejilla para evitar la ingestién de heces y cama,

dejandolos Unicamente con agua ad libitum.
2.4.Evaluacion de la actividad gastroprotectora
Para comprobar la actividad gastroprotectora se emplearon las siguientes

técnicas:

1. Modelo experimental de Ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto.
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2. Modelo experimental de Ulcera gastrica aguda inducida por Indometacina.
3. Modelo experimental de Ulcera gastrica subaguda inducida por
indometacina.
Se confeccionaron 5 grupos experimentales de 6 animales cada uno para cada

modelo experimental.
Grupo 1 Tratado Unicamente con el vehiculo, agua destilada (control negativo).

Grupo 2 Tratado con el farmaco patrén, omeprazol (modelo etanol absoluto) y
ranitidina (modelo de indometacina).

Grupo 3 Tratado con la fraccion 50 mg/Kg.
Grupo 4 Tratado con la fraccién 100 mg/Kg.
Grupo 5 Tratado con la fraccién 200 mg/Kg.

Para la produccién de Ulceras se utilizé etanol absoluto a razén de 1 mL /2509 e
indometacina 50 mg/Kg de peso vivo.

2.4.1. Modelo experimental de Uulcera gastrica inducida por etanol

absoluto

Los productos fueron administrados via oral, mediante intubacién con cénula
intragastrica, media hora antes de la administracion del etanol, en una proporcion
de 10 mL/Kg de peso del animal. Transcurrida 1 hora de la administracion del
etanol, los animales fueron anestesiados y sacrificados por dislocacién cervical e
inmediatamente se les efectud laparotomia en el tercio anterior de la linea media,
extrayéndoles el estbmago que fue abierto por la curvatura mayor lavandose
cuidadosamente con una corriente suave de agua. Se extendieron los estbmagos
sobre una tabla de poliespuma mediante alfileres, observandose y cuantificandose
las Ulceras formadas. El recuento se efectué visualmente utilizando un
microscopio estereoscopico para la deteccion de las lesiones, midiéndose la
longitud de las mayores usando un pie de rey y sumandolas (Mizui and Doteuchi,
1983).
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El grado de ulceracion se cuantific6 mediante la escala de Marhuenda (CYTED,
1995).

0: sin lesion.

1: Ulceras hemorragicas, finas, dispersas y de longitud menor de 2 mm.
2: Una ulcera hemorréagica fina de longitud mayor de 2 mm.

3: Mas de una ulcera de grado 2.

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

6: De cuatro a cinco ulceras de grado 4

7: Mas de seis Ulceras de grado 4

8: Lesiones generalizadas de la mucosa con hemorragia.

Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion respecto al indice de

ulceracion del lote control segun la siguiente expresion:
% Inhibicion = [(l.LU.c - L.U.p)/ l.U.c] x 100
| .U.c — indice de ulceracion medio del lote control
I.U.p — indice de ulceracién medio del lote problema o patron
2.4.2. Modelo experimental de Ulcera géastrica inducida por

indometacina

Los productos fueron administrados via oral, mediante intubacién con canula
intragastrica, media hora antes de la administracion de indometacina, en una
proporcion de 10 mL/Kg de peso del animal. Transcurridas 5 horas de la
administracion de la indometacina los animales fueron sacrificados siguiendo el

mismo procedimiento del modelo anteriormente expuesto (Djahanguiri, 1968).

El recuento se efectud de igual manera que la técnica de etanol absoluto. El grado

de ulceracion se expresa como el total de mm contados. Cuando la ulcera es
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puntiforme se considera una longitud de 0.5 mm. Los resultados se expresan en

porcentaje de inhibicidn respecto al indice de ulceracion del lote control.

2.4.3. Modelo experimental de ulcera géastrica subaguda inducida por

indometacina

Los productos fueron administrados via oral, mediante intubacién con canula
intragastrica, tres dias antes de la administracion de indometacina, en una
proporcion de 10 mL/Kg de peso del animal. Al tercer dia transcurridas 5 horas de
la administracion de la Indometacina los animales son sacrificados siguiendo el
mismo procedimiento del modelo anteriormente expuesto. El recuento y la
expresion de los resultados fueron realizados similar al modelo anterior (CYTED,
1995).

2.4.3.1. Determinacion de la Actividad de la enzima Superoéxido
Dismutasa

La medicion de la actividad de la enzima Superdxido Dismutasa se realizé segun
el método indirecto de hematoxilina de Martin (Martin et al., 1987) el cual se basa
en el principio de la disminucibn mediada por SOD, en la velocidad de
autooxidacion de hematoxilina en solucion acuosa alcalina (Berenguer et al.,
2005).
Se pesaron aproximadamente 20 mg de mucosa gastrica, esta fue
homogeneizada en tampén fosfato que contenia EDTA y tritdn, utilizando una
dilucion 1:150 (1 mg tejido/150 pL de tampodn) y en frio, luego se centrifugd y se
decant6. Se afadieron soluciones de muestra (40ul) a tampén fosfato 920mM (pH
7,4) que contenia EDTA 1mM y 40ul de hematoxilina 5mM y se mezcl6 a fondo. La
mezcla se incub6 a 25°C durante 2 min y la absorbancia se midi6 en un
espectrofotometro a 560nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje (%)
de inhibicién de la velocidad de autooxidacion de la hematoxilina con respecto a la

mezcla de reaccién sin el compuesto de ensayo (Gege-Adebayo et al., 2013).
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Preparacion de los reactivos
Soluciones:
A: KH2PO4 0.1 M (6.8 g/0.5 I)
B:NaOH 0.1M(2g/0.51)

Tampon fosfato potasico (KH2PO4) 50mM y pH 7.8, para la preparacion de

patrones.

Se preparo el tampon pH= 7.8: 250 mL de A + 195 mL de B (volumen total =
445 mL).

Tampon fosfato potasico 50mM + EDTA (29mg/L) + 0.1 % de tritdn, pH 7.8

(para homogeneizar las muestras).

2.5.Bioseguridad y Etica

Los estudios se ejecutaron teniendo en cuenta las Buenas Practicas de
Laboratorio en Farmacologia Experimental y todas las actividades se realizaron
segun lo establecido por los Procedimientos Normativos Operacionales (PNO) y
sujetos a las inspecciones programadas por la Unidad de Garantia de la Calidad
(UGC) de la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX).

Los datos se plasmaron en los modelos de datos primarios correspondientes y las
planillas elaboradas al efecto. Se cumplieron las normas de Bioética y
Bioseguridad relacionadas con la experimentacién animal (Duefas, 2000). El
protocolo y el informe final se archivaron en la Unidad de Garantia de la Calidad
(UGC) de la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX).

2.6. Andlisis estadistico

En el analisis se utilizo el paquete de programas estadisticos SPSS para Windows
version 22 del 2013. Primero que todo se realizdé un analisis descriptivo de los
datos para conocer su naturaleza y sus principales tendencias. Para ello se
calcularon las principales medidas de tendencia central y de dispersién de los

grupos de dosis. Luego se realiz6 un analisis de la normalidad de los datos
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utilizando el test de Shapiro-Wilk, el cual arroj6 como resultado que los datos no

se distribuian normalmente, por lo que se procedi6 a la utilizacion de pruebas no
paramétricas. Luego se compard el nimero de Ulceras y el area daflada (modelo
de indometacina) y el grado de ulceracién en el modelo de etanol absoluto entre
los grupos de dosis. Para ello se utilizaron el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
para el analisis de varianzas de los diferentes grupos y luego el test de Mann
Whitney para localizar las diferencias entre las parejas de grupos, con un intervalo

de confianza del 95%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Procesamiento del material vegetal
3.1.1. Recoleccidn

Para la recoleccion de material vegetal con fines farmacéuticos debe asegurarse
la identidad de la droga; que debe ser recolectada e identificada por un personal
experto y capacitado. En el presente trabajo, se realizé, la identificacion
taxondémica del material vegetal por un especialista en la tematica, como criterio
seguro de su identidad botanica, observandose una total correspondencia con las
caracteristicas del material recogido en herbario y con la descripcién botanica

establecida en la literatura (Ledn 1957, Roig, 1988), (Figura 3).

A B
Figura 2. Caracteristicas macromorfolégicas de la Capraria biflora L.
A: Material vegetal recolectado

B: Capraria biflora L. tomado de: Flora of Panama. D’Arcy. 1979

En la droga que nos ocupa la recoleccion del material se realizé de forma manual,
pues es la técnica que se aconseja para plantas silvestres. Se realiz6 en horas
tempranas de la mafana, tomando las partes aéreas y procurando dejar ramas
suficientes para garantizar el normal desarrollo de la planta y asi un uso sostenible
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de este recurso natural. El lavado cuidadoso con agua potable garantizé la

limpieza del material vegetal.

3.1.2. Secado y molinado

El secado mediante calor artificial permiti6 eliminar suficiente cantidad de
humedad como para favorecer la conservacion de la calidad de la droga y prevenir
el deterioro de la misma, ya sea por enmohecimiento, accién de enzimas y/o
bacterias y posibles alteraciones quimicas por este concepto. Esta operacion
resulta ventajosa pues adicionalmente a que se fijan los constituyentes, se facilitan
los procesos de trituracion necesarios para obtener una forma mas conveniente

para su comercializacién y almacenamiento.

3.1.3. Obtencion de la fraccion butandlica

Se obtuvo una fraccion de color pardo amarillo rojizo, transparente, sin particulas
en suspension una vez rotoevaporado rindié 3,56 g de un semisdlido de color
oscuro (Andrene, 2007).

3.2.Evaluacion de la actividad gastroprotectora de la Capraria biflora L.

Para el estudio del efecto de los medicamentos sobre la Ulcera gastrica, se han
establecido una serie de investigaciones que han permitido la profundizacion en el
conocimiento de los mecanismos de accion de varios agentes ulcerogénicos. La
produccion de Ulceras agudas puede lograrse mediante varios modelos
experimentales, dentro de los mas utilizados estan: el etanol absoluto y

administracion oral de indometacina (CYTED, 1995).
3.2.1. Modelo experimental de Uulcera gastrica inducida por etanol

absoluto

En los estudios de gastroproteccion se tienen en cuenta dos variables, el nUmero
de lesiones y su severidad. El nimero de Ulceras, aunque es indicativa de posible

proteccion en la mucosa, en la mayoria de los casos no se corresponde con la
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severidad de las lesiones (Boffill et al., 2008) por lo que el grado de ulceracién es
determinante y decisivo en este tipo de técnicas.

Al analizar macroscopicamente los animales sacrificados del grupo control
negativo, encontramos en los estdmagos una gran distension, sus mucosas
estaban enrojecidas y en ocasiones completamente hemorragicas, ademas se
pudo constatar en ellas un niamero considerable de ulceraciones, la mayoria de
gran severidad (Figura 3. A). Por el contrario, en los grupos a los cuales se les
administraron las dosis de la fraccién, los estbmagos se mostraron menos
distendidos, sus mucosas no presentaban enrojecimiento y se aprecié en ellas una
evidente disminucién en el nimero y la severidad de las lesiones ulcerosas (Figura
3.ByQC).

Figura 3. Observacion macroscopica de los estomagos. Modelo etanol absoluto.
A: Control negativo, B: Control positivo y C: Dosis de 200 mg/Kg.

El etanol es considerado un factor de riesgo en el desarrollo de Ulceras gastricas,
este penetra rapidamente la mucosa gastrica debido a su propiedad fisica de
solubilizar el moco gastrico. Por consiguiente, expone a la mucosa gastrica a la
accion hidrolitica y proteolitica del acido clorhidrico y la pepsina respectivamente,
causando un mayor dafio a la membrana (Béjar, 2016).

La patogénesis del dafio gastrico inducido por etanol implica un aumento del
estrés oxidativo en particular de radicales OH+ y de anidon superodxido y afecta la
disponibilidad de 6xido nitrico. El tratamiento agudo con etanol produce lesiones y
erosiones de la mucosa gastrica, aumentando el estrés oxidativo, la peroxidacién
lipidica y especificamente las cifras del malondialdehido, el dafio del acido
desoxirribonucleico (DNA) y reduce el contenido de glutation de la mucosa
gastrica de rata (Fernandez, 2014, Callohuari et al., 2016).
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El dafio gastrico por el etanol también se debe a su accidn vasoconstrictora sobre
las venas y arterias de la mucosa gastrica, o que produce congestion, inflamacion
y dafo tisular a acciones que pueden ser prevenidas por las prostaglandinas E2
(PGE2), la cual aumenta la secrecién de mucus e inhibe la motilidad géastrica
(Coronel, 2016).

La tabla | muestra la comparacion de las estadisticas del grado de ulceracion entre
los grupos experimentales y los grupos control (negativo y positivo). El control
negativo conserva el mayor grado de ulceracién como era de esperar, mientras

que los grupos experimentales y el control positivo muestran los menores.

Tabla I. Grado de ulceracion. Modelo etanol absoluto.

Grupos N Grado de ulceracion (mm?) DE
Control - 6 7.50 a 0.75
Control + 6 0.63 d 1.18
Dosis 50 mg/Kg 6 463 b 1.84
Dosis 100 mg/Kg 6 1.75 ¢ 1.28
Dosis 200 mg/Kg 6 0.88 cd 0.83

ab- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05: Test Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney). DE: Desviacion Estandar

Al comparar el grado de ulceracion entre los grupos experimentales y el grupo
control negativo. El andlisis de varianza de Kruskal-Wallis demostro, que existian
diferencias significativas entre los 4 grupos (significacién 0.000, menor que 0.01
(altamente significativa)). El grado de las lesiones ulcerosas en el grupo control
negativo mantiene rangos altos y disminuyen en los grupos experimentales al ir
aumentando la dosis. Los resultados se muestran en el Anexo 3.

Al analizar el test de Mann-Whitney, encontramos que todos los grupos se
diferencian significativamente del control negativo (letras desiguales marcan
diferencias significativas al 5%), de igual forma todos los grupos se diferencian del
control positivo, excepto el grupo al que se le administré la dosis de 200 mg/Kg

para un p< 0.05. Por otra parte, las dosis de 50 y 100 mg/Kg mostraron diferencias
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significativas. Finalmente, la dosis de 200 mg/Kg no se diferenci6 estadisticamente
de la de 100 mg /Kg (p < 0.05), a pesar de presentar menor grado de ulceracion

con respecto a esta.

En la tabla Il se muestran los porcentajes de inhibicion en cuanto al grado de
ulceracion de las dosis experimentales y del control positivo. Se puede observar
un aumento progresivo del porcentaje de inhibicién desde 38,2% a la dosis de 50

mg/Kg, hasta 88.3% a 200 mg/Kg, cercano al omeprazol con 91,6%.

Tabla Il. Porcentajes de inhibicion en cuanto al grado de ulceracién de las dosis

experimentales y del control positivo (Modelo etanol absoluto).

Grupo % de inhibicién
Control positivo (Omeprazol 20 mg/Kg) 91,6
Dosis 50 mg/Kg 38,2
Dosis 100 mg/Kg 76,6
Dosis 200 mg/Kg 88,3

El omeprazol es una base débil que se convierte a su forma activa unicamente en
el medio acido de la célula parietal. Ahi inhibe la enzima H+, K+-ATPasa, es decir,
el dltimo paso de la produccién del acido gastrico. La inhibicibn es dosis
dependiente y afecta tanto la secrecibn basal como la estimulada,
independientemente del tipo de estimulo. El omeprazol no actia sobre los
receptores histaminérgicos. El tratamiento con omeprazol produce, al igual que los
antagonistas H2, una reduccién en la acidez del estbmago y esto provoca un
incremento en la secrecién de gastrina proporcional a la reduccion de la acidez.
Este aumento de la gastrina es reversible (CECMED, 2015).

Hurtado (2014), evalud el extracto hidroalcohdlico de hojas de Juglans neotropica
Diels “Nogal peruano”, en modelo de etanol absoluto utilizando dosis de 50, 250 y
500 mg/Kg, demostrando que el tratamiento con el extracto produjo una inhibicién
de las Ulceras gastricas de 84,61% y 94,77% a dosis de 250 y 500 mg/Kg

respectivamente. Atribuyé tales efectos a la presencia de flavonoides. La fraccion
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empleada en nuestro estudio mostré resultados similares a la dosis de 200 mg/Kg
(88.3%) (Hurtado, 2014).

Utilizando el mismo modelo, Callohuari et al (2016), evaluaron el extracto acuoso
de las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina), empleando dosis de 100, 400 y 800
mg/Kg, mostrando esta ultima dosis el mayor porcentaje de proteccion (99,7%),
atribuyeron tales efectos a la presencia de flavonoides y taninos en la composiciéon
del extracto (Callohuari et al., 2016)

Por otra parte, el extracto metandlico obtenido de las semillas de Elettaria
cardamomum L (cardamomo) redujo las lesiones gastricas inducidas por etanol en
un 70% segun Garcia (2016). También demostrd que el aceite esencial era eficaz
en la disminucion de un 65% de la Ulcera gastrica inducida por alcohol, pero el
volumen total de la secrecion gastrica, acidez total y el espesor de la pared
mucosa no se vieron afectadas (Garcia, 2016).

Scoparo et al., (2014), evaluaron la fraccidn de acetato de etilo proveniente del
fraccionamiento del extracto hidroalcohélico proveniente de las hojas de Camellia
sinensis mediante el modelo de etanol absoluto. La misma mostré un porcentaje
de inhibicion de 56%, inferior al mostrado por nuestro estudio a las dosis de 100 y
200 mg/ Kg (Scoparo et al., 2014).

En este sentido Pinto y Bustamante (2008) evaluaron el Plantago major (llantén)
en modelo de etanol absoluto utilizando dosis de 500 mg/Kg, para varios
extractos, donde el extracto acuoso mostro un porcentaje de inhibicion de 90.72%
ligeramente superior al obtenido para el extracto de Capraria a dosis de 200
mg/Kg. Estos autores atribuyeron tal accion a la presencia de flavonoides y
taninos como la apigenina y luteolina, metabolitos que como se dijo anteriormente
han sido identificados en la especie objeto de estudio en la presente investigacion
(Pinto and Bustamante, 2008).

3.2.2. Modelo experimental de Ulcera géastrica inducida por

indometacina

En el modelo de la indometacina no se visualizaron diferencias macroscopicas tan
marcadas como en el modelo del etanol, en relacion con la distension gastrica y el

estado de la mucosa. Las ulceras inducidas por la indometacina tienen su origen
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en que dicho compuesto es un inhibidor de la ciclooxigenasa y por consiguiente de
la sintesis de las prostaglandinas. Esta produce ulceras predominantemente
lineales, en el segmento glandular en forma de lesiones mucosales, su accién no
es solo topica pues cuando este compuesto es administrado por via intraperitoneal
también se producen Ulceras gastricas y en el intestino (Ferrer, 2007). (Figura 4.
B). El grupo control (Ranitidina 100 mg/Kg) y los grupos tratados con las diferentes
dosis de los extractos, no mostraron distencion ni estados criticos de la mucosa.
(Figura 4. Estomago C).

El consumo de indometacina resulta muy usual en nuestro medio. Luego de un
periodo inicial en el cual la presencia de indometacina produce acortamiento y
distorsion de vellosidades, y trombosis de la vasculatura, con exfoliacion del
epitelio superficial y espasmo vascular con compresion de las estructuras
subyacentes, aparece un periodo que se caracteriza por la llegada de neutrdfilos,
a la microcirculacion. Estos neutrofilos se adhieren al endotelio vascular y este
parece ser un punto clave en la fisiopatologia del dafio por AINEs (San Miguel,
2000).

Figura 4. Observacion macroscépica de los estbmagos. Modelo indometacina
agudo. A: Control negativo, B: Control positivo y C: Dosis de 200 mg/Kg.

La tabla Ill muestra la comparacion de las estadisticas del grado de ulceracion
entre los grupos experimentales y los de ambos grupos control, (negativo y
positivo). El control negativo conserva, igual que el modelo anterior, el mayor
grado de ulceracion seguido de la dosis de 50 mg/Kg, mientras que los grupos
experimentales de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg y el control positivo muestran los

menores.
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Tabla Ill. Grado de ulceracion. Modelo agudo indometacina.

Grupos N Grado de ulceracion (mm?) DE
Control - 6 6.81 a 5.19
Control + 6 0.84 ¢ 1.34
Dosis 50 mg/Kg 6 2.06 b 0.87
Dosis 100 mg/Kg 6 131 ¢ 0.62
Dosis 200 mg/Kg 6 097 ¢ 1.03

ab- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05: Test Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney). DE: Desviacién Estandar

Al comparar el grado de ulceracion entre los grupos experimentales a las
diferentes dosis y el control negativo, el test de Kruskal-Wallis demuestra que hay
diferencias significativas entre los 4 grupos (significacion 0.00 menor que 0.01
(altamente significativas)). ElI grupo control negativo mantiene rangos altos, le
sigue la dosis de 50 mg/Kg y disminuye progresivamente en las dosis de 100 y

200 mg/Kg. Los resultados se muestran en el Anexo 4.

El test de Mann-Whitney (Anexo 4) muestra que existen diferencias entre los
grupos experimentales y el control negativo. La dosis de 50 mg/Kg difiere
significativamente del control positivo utilizado para un p< 0.05, mientras que las

dosis de 100 y 200 mg/Kg no lo hacen, incluso tampoco se diferencian entre ellas.

Tabla IV. Porcentajes de inhibiciébn en cuanto al grado de ulceraciéon de las dosis

experimentales y del control positivo (Modelo agudo Indometacina).

Grupo % de inhibicion
Control positivo (Ranitidina 100 mg/Kg) 87,6
Dosis 50 mg/Kg 69,7
Dosis 100 mg/Kg 80,7
Dosis 200 mg/Kg 85,7
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Al analizar el porcentaje de inhibicion (tabla IV) en cuanto al grado de ulceracion
de las dosis experimentales y del control positivo, se puede observar una
inhibicion de las lesiones ulcerosas a las concentraciones empleadas, incluso con
valores muy cercanos a la ranitidina (87%).

El extracto etandlico proveniente de las hojas de Markhamia tomentosa, fue
evaluado mediante los modelos de Ulcera por etanol e indometacina a las dosis de
50, 100 y 150 mg/Kg. Similares dosis fueron empleadas para la evaluacion de la
fraccion de acetato de etilo proveniente del fraccionamiento del citado extracto en
el modelo de indometacina. Esta fraccion mostré la mayor actividad
antiulcerogénica a la dosis de 150 mg/Kg con un 72% de inhibicién, resultados
inferiores a los mostrados por C.biflora empleando el mismo modelo a las dosis de
100 y 200 mg/Kg (Sofidiya et al., 2014).

Por otra parte, Ledn (2016), evaludé el extracto hidroalcohdlico de Plantago
lanceolata L. (llantén menor), en modelo de indometacina a dosis Unica de 80
mg/Kg via subcutanea utilizando dosis de 200 y 400 mg/Kg. El autor demostr6 que
el extracto presento efecto antiulceroso con un porcentaje de inhibicion de 83,1% vy
98,9% respectivamente, similar al mostrado por nuestra fraccion a la dosis de 200
mg/Kg (85,7%). Atribuyeron tales efectos a la presencia de flavonoides y taninos
(Ledn, 2016).

Garcia (2016), emplea el modelo de ulceras inducidas por indometacina al evaluar
diferentes fracciones obtenidas del extracto metanodlico de Elettaria cardamomum
L. (cardamomo). Se pudo comprobar que la fraccion extraida con éter de petréleo,
inhibia las lesiones en casi un 100% a una dosis de 12,5 mg/Kg (Garcia, 2016).
Delgado et al., (2015), evaluo6 el extracto liofilizado del fruto de Capsicum annum L
(pucunucho, aji mono), en modelo de indometacina utilizando dosis de 10, 100 y
1000 mg/Kg, demostrando que el extracto presentd efecto antiulceroso con
porcentajes de inhibicion de 60,4%, 66,7% y 81,63% respectivamente, similares a
los obtenidos en nuestro estudio (Delgado et al., 2015).

Alaribe et al., (2014), evaluaron el extracto y la fraccion butandlica de Nauclea
latifolia, empleando el modelo de ulcera por aspirina y misoprostol como control

positivo. Fueron estudiadas para el extracto dosis de 50 mg/Kg y 100 mg/Kg

35



Kemﬁ‘m/oyy Discusion

mientras que para la fraccién solo se seleccion6 la dosis de 50 mg/Kg, la cual
mostro para la fraccion y el extracto porcentajes de inhibicion de 4.4% y 28.1%
respectivamente, resultados inferiores a los mostrados por nuestra fraccion

(69,7%) al emplear la misma dosis (Alaribe et al., 2014).

3.2.3. Modelo experimental de Ulcera gastrica subaguda inducida por
indometacina

En el modelo subagudo de la indometacina no se observaron estados criticos de
la mucosa ni distencion gastrica, aunque el control negativo mostré enrojecimiento

y Ulceras definidas y puntuales como es caracteristico de este agente injuriante.

Figura 5. Observacion macroscoépica de los estdbmagos. Modelo indometacina
subagudo. A: Control negativo, B: Control positivo y C: Dosis de 200 mg/Kg.

El grupo control (Ranitidina 100 mg/Kg) y los grupos tratados con las diferentes
dosis de los extractos, no mostraron distencion ni estados criticos de la mucosa.
Ademas, se pudo visualizar que estos grupos experimentales poseian un menor
namero de Ulceras (Figura 5. Estbmagos B, y C). Resultados que probablemente
estén relacionados con una mayor gastroproteccion a dosis repetida de la fraccion

evaluada.

En la tabla V se muestran los resultados del grado de ulceracion empleando el
modelo de ulcera subaguda por indometacina. Como se puede apreciar el control
negativo conserva, igualmente que el modelo anterior, el mayor grado de
ulceracién seguido de la dosis de 50 mg/Kg, mientras que los grupos
experimentales de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg y el control positivo muestran los

menores valores.
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Tabla V. Grado de ulceracion. Modelo subagudo indometacina.

Grupos N Grado de ulceracion (mm?) DE
Control - 6 6.25 a 3.32
Control + 6 0.12 d 0.13
Dosis 50 mg/Kg 6 131 b 0.79
Dosis 100 mg/Kg 6 0.81 bc 0.47
Dosis 200 mg/Kg 6 0.47 cd 0.50

ab- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05: Test Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney). DE: Desviacion Estandar

El test de Kruskal-Wallis nuevamente demuestra que hay diferencias significativas
entre los 4 grupos (significacion 0.00 menor que 0.01 (altamente significativas)),
en cuanto al grado de ulceracion. Los resultados se muestran en el Anexo 4.

El test de Mann-Whitney (Anexo 4) muestra que existen diferencias entre los
grupos experimentales y el control negativo. La dosis de 50 mg/Kg difiere
significativamente del control positivo utilizado y de la dosis de 200 mg/Kg para un
p< 0.05, sin embargo, no lo hace con respecto a la dosis de 100 mg/Kg ni esta con
la dosis de 200 mg/Kg. Por ultimo, la dosis de 200 mg/Kg tampoco se diferencié
estadisticamente del control positivo para un p< 0.05, aunque es valido destacar

que sus valores fueron ligeramente inferiores.

Tabla VI. Porcentajes de inhibiciéon en cuanto al grado de ulceracion de las dosis

experimentales y del control positivo (Modelo agudo Indometacina).

Grupo % de inhibicién
Control positivo (Ranitidina 100 mg/Kg) 98,0
Dosis 50 mg/Kg 79,0
Dosis 100 mg/Kg 87,0
Dosis 200 mg/Kg 92,4
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La dosis de 50 mg/Kg muestra el menor valor 79%, seguido de las dosis de 100 y
200 mg/Kg con un 87 y 92% respectivamente, el control positivo muestra la mayor
inhibicion con un 98%. Valores superiores a los encontrados al administrar el
extracto y el control positivo por un dia.
La fraccion butandlica de Virola oleifera fue evaluada en el modelo de
indometacina y etanol empleando dosis de 10 y 100 mg/Kg. Los mayores
porcentajes de inhibicién fueron mostrados en el modelo de etanol con porcentajes
de inhibiciébn de 95% y 97% respectivamente. Mientras que en el modelo de
indometacina fueron determinados un 66% y 59% respectivamente. Si bien en
nuestro estudio fueron obtenidos similares resultados en el modelo de
indometacina el comportamiento en el modelo de etanol absoluto no fue el mismo
pues reflej6 valores inferiores a los mostrados por Virola oleifera (Hertel et al.,
2016).
Empleando nuevamente el modelo de indometacina fue evaluado el extracto
metanolico obtenido de las hojas de Barleria prionitis Linn. Fueron empleadas
dosis de 250 y 500 mg/Kg las cuales mostraron porcentajes de inhibicion de 52,2 y
67,7% porcentajes inferiores a los obtenidos en nuestro estudio (Manjusha et al.,
2013).
En estudios previos, consideran aceptables porcentajes de inhibicion cercanos al
50% y atribuyen estos valores a los principios activos presentes en cada especie
(Karimi et al., 2004). Los porcentajes de inhibicion en los modelos desarrollados
son superiores a este valor en todas las dosis estudiadas excepto la dosis de 50
mg/Kg en el modelo de etanol absoluto. Estos resultados demuestran la capacidad
como protectora de la mucosa gastrica de esta planta. Demostrando en este caso
un incremento del efecto gastroprotector a medida que aumenta la dosis ya que
los extractos administrados a la dosis de 200 mg/Kg arrojaron los mayores
porcentajes de inhibicién en los modelos seleccionados.

3.2.3.1. Determinacion de la Actividad de la enzima Superoéxido

Dismutasa

Existen evidencias concernientes en cuanto a la participacion de las especies

reactivas de oxigeno en la etiologia y fisiopatologia de las enfermedades en el
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humano como, desordenes neurodegenerativos, inflamacién, infecciones virales,
patologias autoinmunes y desordenes del sistema digestivo como inflamaciones
gastrointestinales y Ulceras gastricas (Gege-Adebayo et al., 2013).

En la tabla VII se reflejan los porcentajes de inhibicién con respecto a la tasa de
autoxidacion de hematoxilina para la enzima superoxido dismutasa. El test de
Kruskal-Wallis demuestra que hay diferencias significativas entre los 5 grupos
(significacibn 0.00 menor que 0.01 (altamente significativas)), en cuanto al
porcentaje de inhibicién de la enzima.

Tabla VII. Porcentajes de inhibicion de la enzima Superéxido Dismutasa (Modelo

subagudo de Indometacina).

Grupo % de inhibicion DE
Control negativo agua destilada (10 ml/Kg) 26.57a 0.87
Control positivo (Ranitidina 100 mg/Kg) 48.30d 0.90
Dosis 50 mg/Kg 33.43b 0.86
Dosis 100 mg/Kg 36.43b 0.90
Dosis 200 mg/Kg 41.24c 0.55

ab- letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05: Test Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney). DE: Desviacién Estandar

El test de Mann-Whitney (Anexo 4) muestra que existen diferencias entre los
grupos experimentales y el control negativo. Similares resultados se obtienen al
comparar con el control positivo pues las dosis experimentales también se
diferencian de este para un p< 0.05. La dosis de 50 mg/Kg y 100 mg/Kg difieren
significativamente de la dosis de 200 mg/Kg, pero no lo hacen entre ellas para un
p< 0.05. El tratamiento previo con la fraccion de la planta, protege frente al agente
lesionante, ya sea directamente, neutralizando los radicales libres generados en
un proceso inflamatorio, como también la modulacién del estado redox por
aumentos en el potencial de defensa antioxidante enddgeno, incrementando
probablemente la actividad de ciertas enzimas antioxidantes como SOD (Gonzélez
et al., 2007).
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Quintana (2012), evaluo la actividad gastroprotectora las fracciones de Achillea
millefolium L (Achillea) y Piper carpunya R. (Guaviduca). Las fracciones fueron
administradas previamente y luego fueron expuestas tanto a lesiones gastricas
agudas inducidas por etanol como Ulceras gastricas inducidas por el 80% de &cido
acético. La administracion oral de Achillea millefolium L a las dosis de 30, 100 y
300 mg/Kg inhibié las lesiones gastricas inducidas por etanol en un 35, 56 y 81%,
respectivamente. El tratamiento previno la reduccion de los niveles de GSH y la
actividad de SOD después de inducida las lesiones gastricas.

El tratamiento previo con P. carpunya disminuyé el area ulcerada e impidié la
infiltracibn de neutréfilos inducida por la administracion de AINE en vivo. Los
resultados obtenidos sugieren que el efecto gastroprotector del P. carpunya en
este modelo experimental aparece a través de mecanismos anti-inflamatorios y
anti-radical (Quintana, 2012).

Gege-Adebayo et al., (2013), evalud la actividad gastroprotectora y antioxidante
del extracto metandlico de Ocimum Gratissimumon. Los grupos fueron pretratados
con el extracto empleando dosis de 100 y 300 mg/Kg obteniéndose porcentajes de
inhibicion de autooxidacion de hematoxilina de 29.43 y 39.83% respectivamente,
resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio (Gege-Adebayo et al.,
2013).

La presencia de los polifenoles (flavonoides) que se encuentran en la fraccion
butandlica pudieran explicar el aumento de la actividad de la SOD ya que estas no
solo retiran aniones superéxido sino radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o
hidroperéxidos. De esta manera bloquean la accion deletérea de dichas
sustancias sobre las células (Martinez et al., 2002). Los flavonoides son
importantes para el control de las concentraciones intracelulares del glutation tal
como se observa en un estudio donde la presencia de flavonoide induce la
actividad de gamma glutamil cisteina sintetasa (Myhrstad et al., 2002).

Se puede apreciar que los compuestos fendlicos, en especial los flavonoides,
parecen ser metabolitos determinantes en la proteccion de la mucosa gastrica.
Numerosos mecanismos han sido propuestos para explicar el efecto

gastroprotector de los flavonoides, como por ejemplo el aumento del contenido
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mucosal de prostaglandinas, disminucion de la secrecion de histamina, eliminacion
de radicales libres, aumento de la perfusion vascular y reduccién de la adherencia
leucocitaria (Borrelli and Izzo, 2000). Algunos de ellos, reducen la motilidad
gastrointestinal prolongando el tiempo de contacto de los extractos con las
paredes del estbmago y aumentando de esta manera el efecto gastroprotector.
Por tanto, previenen lesiones en la mucosa gastrica inducida por diferentes
métodos y la protegen contra distintos agentes necréticos (Lorente, 2003).

Los compuestos fendlicos como taninos y flavonoides; y algunos terpenos, actlan
como antioxidantes, infiriendo asi un efecto citoprotector, que en diferentes plantas
ya se ha comprobado su efecto gastroprotector, antisecretor, antiinflamatorio e
inhibidor de la migracién de las células inflamatorias y actividad ante los radicales
libres; los flavonoides son considerados protectores celulares, conociendo su
actividad como antioxidantes, ademas incrementan las prostaglandinas que se
encuentran disminuidas por inhibicion de la COX posterior al uso de AINEs.
Sanchez Calero et al demostraron que el extracto acuoso de Rhizopora mangle
posee propiedades antioxidantes frente al dafio oxidativo de biomoléculas como
proteinas y ADN, donde los compuestos fendlicos son los principales
responsables de la actividad (Hurtado, 2014).

En el caso de los flavonoides su actividad antioxidante resulta de una combinacion
de sus propiedades donadores de protones, hidroxilo y quelantes de hierro. Son
secuestradores de radicales libres: anion superoxido, radicales hidroxilo,
hidroperéxido y peroxidos lipidicos, asi mismo son conocidos antiinflamatorios

porque inhiben a las enzimas ciclooxigenasa y 5-lipooxigenasa (Béjar, 2016).

En este contexto las hojas de Capraria biflora L. pueden resultar una terapia
alternativa y/o complementario en el tratamiento de patologias gastricas.
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CONCLUSIONES

1. La fraccion butandlica de las hojas de Capraria biflora L. mostr6 efecto
gastroprotector en los modelos de Ulcera aguda por etanol absoluto e
indometacina con grado de ulceracion y porcentaje de inhibicion en la dosis de

200 mg/Kg similares a los controles positivos empleados.

2. La fraccion butanodlica de las hojas de Capraria biflora L. mostro efecto
gastroprotector en el modelo de ulcera subaguda por indometacina, a todas las
dosis estudiadas, con grado de ulceracion y porcentaje de inhibicion en la dosis
de 200 mg/Kg similar al control positivo empleado.

3. La administracion de la fraccion butandlica de las hojas de Capraria biflora L.
provocO un aumento de la actividad de la enzima superdxido dismutasa con
porcentajes de inhibicibn con respecto a la tasa de autooxidacion de

hematoxilina diferentes al control negativo empleado.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios donde se evalle la actividad gastroprotectora del crudo

de flavonoides.
2. Realizar estudios donde se evalue la actividad gastroprotectora cronica con

vistas a justificar su empleo en la medicina tradicional.
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Anexo 1. Certificado de Calidad Genética e Higiénico Sanitaria

Direccion de Aseguramiento de la Calidad 6 &
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DE ANIMALES OF LABORATORIO
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Los animales en el momento de la expedicion se encuentran clinicamente sanos, sus caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas y reproductivas se corresponden con la especificacion de calidad de este producto. Proceden de una
colonia con ambiente controlado y mantenidos en un sistema de produccion intensivo aprobados para lalinea, la
alimentacion se realiza con alimentos concentrados formula ALYco® EMO 1002 esterilizable a razén de 22.4 a 30g
diarios. Dicha produccion se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Gestion de la Calidad que garantiza el estado
higiénico sanitario de los animales que se expiden.

B It i : ;
Salmonella sp. Cult/ Serot X 21/10/16| Streptococcus pneumoniae Cult/ Serot X 28/07/1
Streptobacillus. moniliformis Cultivo X - Pasteurella pneumotropica. Cult/ELISA X 28/07/1
Streptococcus B hemolitico Cult/ Serot X 28/07/16| Clostridium piliformis: Insp. Clinica X 08/02/1¢]
Bordetella bronchiseptica Cult/ ELISA X 28/07/18} Leptaspira ELISA/ Micg X 20/06/1¢Y
Helicobacter sp Cultivo X Cult/ELISA X 19/04/16
Corynebacterium kutscheri Cult/ ELISA X, it Cult/ELISA X 19/04/1§)
Dermatofitos Insp. Clinica/Cultivo] =X |
i dos de Parasitola ‘ :

s v S =
Endoparasitos DIR/ FLOT' x| |1emortel B
Toxoplasma gondi ELISA, x| |reroen slg':t e
Trichosomoides crassicuuda Sedimentacién X 103/02/16
Ectoparasitos insp. Clinica X | |19rom

e : e ] = TG
oy ! PosiINe e

FriEEEsEntda it Meld ] SO e i

Virus Sialodacryadenitis/ Virus corona IFA" X 09/11/16| Coriomeningitis linfocitaria (LCM) IFA X 09/111
(SDA/RCV) = Virus Sendai ELISA/IFA X 09/11/11
Virus Pneumonia (PVM) IFA [ BM Tipo 3 (REO 3) IFA X |09/11/18)
Virus Encefalomielitis Theiler (TMEV) IFA 09/11/16 Virus Kilham (KRV) - FA X 09/11/1§
Virus Toolan (H-1) IFA x |€ Hoor11/16| Viris Hantaan JIEAE [ Xhis
*  Segunlo certificado por la Direccion de Aseg uramiento de la Calidad del Centro Nacional para la Produccion de

Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de los roedores criados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta e’ los-éxpedientes de la linea archivados en la Direccion de Calidad.
Documento. de referencia “Recomendaciones del monitoreo microbiolégico para Roedores mantenidos y
criados en condiciones controladas”.
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Anexos

Anexo 2. Certificado de Autorizo de Alimento Concentrado

Direccion de Alimentacion y Nutrlaonp
. 00? 8 Grupo de Produccion de Alimentos Concentrados -

CERTIFICADO DE AUTORIZO DE ALIMENTO CONCENTRADO

Dieta completa concentrada para el mantenimiento y reproduccién de ratas y ratones de laboratorio. Todo
proposito. Esterilizable. Conservar en lugar fresco y ventilado, protegido de la humedad y de vectores. Este
alimento conserva sus propiedades nutritivas durante 60 dias a partir de la fecha de fabricacion.

Malz Trigo, Harina de Soya, Harina de pescado, Azicar, Metionina, Lisina, Fosfato monocalcico,
Carbonato de calcio, Sal Comun, Pre-Mezcla Minero-Vitaminica y Biotronic.

0y ",““r " A‘U. : i ' U/'
Proteina bruta (Min.) % 19.91 Calcio Da +-06-
Energia Metaholizable (Min.) keal/ g 2.83 Fosforo % 0.78
Fibra bruta (Max.) % 3.76 Relacion Calcio/ Fosforo % 1.36
B o}
Grasa bruta (Min.) % e
~ICargo Firma

“Segiin analisis calculado por fa Direccion de Alimentacion - Nutricion |

Dn'ecuon de Produccion

del Cantro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio.
Recibird el Certificado de Calidad en un periodo de 10 dias posteriores |’
a este documento a través de la Direccion de Comercializacion.

“TCargo

Distribuidor
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Anexo 3. Procesamiento estadistico. Modelo de etanol absoluto.

Tests of Normalit

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Cant Ulceras (1) Agua Destilada 153 8 .200" 941 8 .626
Omeprazol 443 8 .000 .601 8 .000
Dosis 50 mg/Kg .280 8 .065 .805 8 .032
Dosis 100 mg/Kg .196 8 .200" .962 8 .828
Dosis 200 mg/Kg .325 8 .013 774 8 .015
Grado de Agua Destilada 371 8 .002 724 8 .004
Ulceracion Omeprazol 451 8 .000 607 8 .000
Dosis 50 mg/Kg .170 8 .200" .969 8 .893
Dosis 100 mg/Kg 221 8 .200" .938 8 .592
Dosis 200 mg/Kg .228 8 .200" .835 8 .067

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Kruskal Wallis Test

Test Statistics?P

Cant Ulceras (1)

Grado de Ulceracién

Chi-Square

Df

Asymp. Sig.
Monte Carlo Sig. Sig.

99% Confidence Interval Lower Bound

Upper Bound

24,740
4

.000
.000¢
.000

.000

29.808
4

.000
.000¢
.000

.000

a. Kruskal-Wallis Test
b. Grouping Variable: Grupo
c. Based on 10000 sampled tables with starting seed 1131884899.
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Case Processing Summary

Mann-Whitney Test

Cases
Included Excluded Total
N Percent N Percent N Percent
Cant Ulceras (1) * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Grado de Ulceracion * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Report
Mean
Grado de
Grupo Cant Ulceras (1) Ulceracion
Agua Destilada 5.13 7.50
Omeprazol .38 .63
Dosis 50 mg/Kg 2.13 4.63
Dosis 100 mg/Kg 3.25 1.75
Dosis 200 mg/Kg .88 .88
Total 2.35 3.08
Means
Case Processing Summary
Cases
Included Excluded Total
N Percent N Percent N Percent
Cant Ulceras (1) * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Grado de Ulceracion * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Report
Std. Deviation
Grado de
Grupo Cant Ulceras (1) Ulceracion
Agua Destilada 1.808 .756
Omeprazol 744 1.188
Dosis 50 mg/Kg 1.458 1.847
Dosis 100 mg/Kg 1.832 1.282
Dosis 200 mg/Kg .991 .835
Total 2.202 2.912
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Anexo 4. Procesamiento estadistico. Modelo de indmetacina (agudo y subagudo).

Kruskal-Walllis Test

Test Statistics2P

Area
Dafad
Cant Ulceras | Area Cant Ulceras | a(mm)
(1) Dafiada(mm)(1) (3) (3)
Chi-Square 17.471 18.575 12.770 26.514
df 4 4 4 4
Asymp. Sig. .002 .001 .012 .000
Monte Carlo Sig. .001¢ .000¢ .009¢ .000¢
Sig. 99% Confidence Interval Lower Bound .000 .000 .007 .000
Upper Bound .001 .000 .012 .000
a. Kruskal-Wallis Test
b. Grouping Variable: Grupo
c. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2000000.
Mann-Whitney Test
Case Processing Summary
Cases
Included Excluded Total
N Percent N Percent N Percent
Cant Ulceras (1) * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Area Dafiada(mm)(1) * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Cant Ulceras (3) * Grupo 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
Area Dafiada(mm) (3) * Grupo | 40 100.0% 0 0.0% 40 100.0%
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Report
Mean
Area Area  Daflada(mm)
Grupo Cant Ulceras (1) | Dafiada(mm)(1) Cant Ulceras (3) | (3)
Agua Destilada 3.88 6.8125 3.88 6.2500
Ranitidina 1.00 .8438 .50 .1250
Dosis 50 mg/Kg 7.63 2.0625 2.25 1.3125
Dosis 100 mg/Kg 4.38 1.3125 1.75 .8125
Dosis 200 mg/Kg 2.37 .9688 1.62 .4688
Total 3.85 2.4000 2.00 1.7938
Report
Std. Deviation
Area Area  Daflada(mm)
Grupo Cant Ulceras (1) | Dafiada(mm)(1) Cant Ulceras (3) | (3)
Agua Destilada 3.563 5.19572 2.949 3.32738
Ranitidina 1.414 1.34256 .535 .13363
Dosis 50 mg/Kg 3.543 .87372 1.165 .79899
Dosis 100 mg/Kg 1.923 62321 1.165 AT716
Dosis 200 mg/Kg 2.200 1.03887 2.066 .50775
Total 3.393 3.27813 2.025 2.72799




