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RESUMEN

La ulcera gastrica es una patologia frecuente a nivel mundial y latinoamericano.
La medicina tradicional utiliza la especie vegetal Triumfetta bogotensis (Rata —
Rata) en el tratamiento empirico, de diversas enfermedades entre ellas la curacion
de Ulceras gastricas, es importante estudiar esta propiedad para darle una base
cientifica que garantice su uso; ya que en nuestra regién la incidencia de
enfermedades gastricas en la provincia del Cusco es elevada y el mayor numero
de casos corresponden a la Ulcera péptica segun reporte de la DIRESA de los
anos 2010 al 2015.

Objetivo: determinar la actividad antiulcerosa y la toxicidad aguda en ratones del
extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata -
Rata” en animales de experimentacion Método: Para la determinacion del efecto
antiulceroso se realiz6 el protocolo experimental de la ulcera gastrica inducida por
indometacina aplicando la técnica propuesta por LEE 1979 (1). Para lo cual se
utilizaron 30 ratas hembras de la especie Holtzman, con un peso de 180 - 250 g.
divididas en 6 grupos de 5 cada uno distribuidas aleatoriamente de los cuales uno
fue un grupo patrén, otro control y cuatro experimentales; las ratas fueron
sometidas a un ayuno previo de 24 horas, a los cuales se les administré por via
intragastrica, mediante canulacion el extracto hidroalcohdlico al 70 % como
tratamiento terapéutico a dosis de 100, 200, 300 y 500 mg/kg. Utilizando como
farmaco patrén ranitidina a una dosis de 100 mg/kg. y como control suero
fisiologico, transcurridos los 30 minutos se procedid a la induccion de ulceras con
indometacina 80 mg/Kg. por via intragastrica. Al cabo de 8 horas los animales
fueron sacrificados de los cuales se extirparon los estbmagos que fueron abiertos
por la curvatura mayor, con la finalidad de examinar macroscopicamente su
superficie y observar las lesiones gastricas. La evaluacion macroscopica fue
mediante la escala de Marhuenda (2) y la escala de Gamberini. (1) Los tejidos
fueron conservados en formol al 10 %, para su estudio histopatoldgico por tincion
hematoxilina - eosina. Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el paquete
estadistico SPSS version N° 22.

La toxicidad aguda por via oral se efectu6 bajo el método de Vega y Carrillo y se
evalué segun el criterio de Williams, (1) para lo cual se utilizaron 22 ratones
machos previamente acondicionados al ambiente de laboratorio, a los cuales se
los dejoé en ayuno por 24 h, en cada prueba se utilizaron ratones distribuidos en 11

grupos (10 experimentales y 1 control) constituidos por 2 ratones a los que se les



administraron diferentes dosis del extracto (500, 1000, 3000, 5000, 7000,
9000,10000, 11000, 13000, 15000 y 20000 mg/Kg.) por via intragastrica por una
sola vez y como control suero fisiologico 5mL/Kg., después se procede a la
observacion por tiempos determinados. Luego de 12 horas, de realizado el
experimento, los ratones fueron alimentados normalmente y observados durante 7
dias mas. Resultados: En la evaluacion fitoquimica cualitativa del extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata- Rata” se
obtuvo: glicosidos, taninos y saponinas en abundante cantidad, compuestos
fendlicos, flavonoides y mucilagos en moderada cantidad. Aminoacidos en poca
cantidad. El tratamiento con el extracto produjo una inhibicion de las ulceras
gastricas de 78.85 % y 99.42 % a dosis de 300 y 500 mg/kg respectivamente con
un p<0,05. En el estudio histopatolégico se observé en el grupo VI (Extracto 500
mg/kg) mayor proteccion, encontrandose la estructura conservada en la mayoria
de los tejidos, que los grupos de 200 y 300 mg/kg, donde se observo
empastacién, descamacién, pequefas erosiones, una ligera fracturacion e
hipertrofia.

En el grupo control se observod; una fragmentacion del tejido, aumento de tejido
conectivo y fragmentos de cicatriz mediana; una excesiva congestion de vasos
(+++), una produccion de necrosis (+++), ademas de erosiones en todas las
muestras y la presencia normal de macréfagos, apex celular fracturado con
glandulas incompletas En la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis “rata —rata”
administrada por via intragastrica a dosis crecientes se observo signos de
insalivacion, miccion y deposiciones sueltas, pilo ereccion, ataxia, bradipnea. A
una dosis de 20000 mg/Kg. de peso, los animales de experimentacion presentaron
insalivacion, incremento de miccién poca movilidad convulsion y muerte al cabo
de 40 minutos; dando como resultado la muerte del 50 % del grupo
correspondiendo a la dosis letal media DL 5 Conclusién: El extracto
hidroalcohdlico de las cortezas de Triumfetta bogotensis “Rata -Rata” fue
efectivo como agente antiulceroso en un modelo de induccién de ulceras gastricas
por indometacina. Con respecto a la toxicidad aguda bajo el criterio de Williams,

la especie en estudio es relativamente inocua.

Palabras clave: Triumfetta bogotensis, actividad antiulcerosa, indometacina,

ulceras gastricas, toxicidad aguda, DL s.



SUMMARY

Gastric ulcer is a common pathology worldwide and Latin American. Traditional
medicine uses the plant species Triumfetta bogotensis (Rata-Rat) in the empirical
treatment of various diseases including the healing of gastric ulcers, it is important to
study this property to give it a scientific basis to guarantee its use; Since in our region
the incidence of gastric diseases in the province of Cusco is high and the largest
number of cases correspond to peptic ulcer according to DIRESA report from 2010 to
2015.. Objective: To determine the antiulcer activity and acute toxicity in mice of 70 %
hydroalcoholic extract of the bark of Triumfetta bogotensis "Rat - Rat" in experimental
animals. Method: For the determination of the antiulcer effect was the experimental
protocol of the gastric ulcer induced by indomethacin was applied applying the
technique proposed by LEE 1979 (1). For which were used 30 female rats of the
Holtzman species, with a weight of 180 - 250 g. divided into 6 groups of 5 each
randomly distributed, of which one was a group pattern another control group and four
experimental; The rats were subjected to a previous fast of 24 hours, which are
administered by intragastric Through cannulation of the hydroalcoholic extract 70 % as
therapeutic treatment at a dose of 100, 200, 300 and 500 mg/kg. Using as a drug
ranitidine pattern at a dose of 100 mg/kg. and how to control physiological serum after
30 minutes we proceeded to the induction of ulcers with Indomethacin 80mg/Kg.
intragastric. After 5 hours the animals were sacrificed, which were excised stomachs
that were opened by the greater curvature, for the purpose of considering
macroscopically its surface and observe the gastric lesions. The macroscopic
evaluation was by the scale of Marhuenda (2) and the scale of Gamberini. (1) The
tissues were preserved in 10 % formaldehyde for histopathological study by staining
with hematoxylin - eosin. The data obtained were processed using the SPSS statistical

package version no. 22.

The acute oral toxicity was conducted under the method of Vega and Carrillo and was
assessed according to the criteria of Williams, (1) for which 22 male mice were used
previously conditioned to laboratory environment, which are left in fasting for 24 h, in
each test were used mice distributed in 10 11 experimental groups (1 and 2) consisting
of control mice that were given different doses of extract (500, 1000, 3000, 5000, 7000,
9000,10000,11000,13000,15000 and 20000 mg/Kg) by intragastric once how to control
physiological serum 5mL/Kg. Then proceed to the observation for certain times. After
12 hours, when the experiment was performed, the mice were fed normally and

observed during 7 days. Results: In the qualitative phytochemical evaluation of 70 %
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hydroalcoholic extract of the bark of Triumfetta bogotensis "Rat- Rat" was obtained:
glycosides, tannins and saponins in abundant quantity, phenolic compounds,
flavonoids and mucilage in moderate amount. Amino acids in small quantities. The
treatment with the extract produced an inhibition of gastric ulcers of 78.85% and
99.42% at doses of 300 and 500 mg/kg, respectively with a p<0.05. In the
histopathological study was observed in the group VI (Extract 500 mg/kg) greater
protection, the structure preserved in most tissues, groups of 200 and 300 mg/kg,
where empastacion was observed, flaking, small erosions, a slight fracturing and
hypertrophy.

In the control group was observed; a fragmentation of the tissue, connective tissue and
fragments of scar; excessive congestion of blood (+++), a production of necrosis (+++),
in addition to erosion in all samples and the normal presence of macrophages, apex
cellular fractured with incomplete glands. In the assessment of the acute toxicity of 70

% hydroalcoholic extract of the bark of Triumfetta bogotensis "rat - rat" owned by
intragastric to increasing doses was observed signs of insalivation, loose bowel
movements and urination, hair erection, ataxia, Bradypnea. At a dose of 20000 mg/Kg
body weight of experimental animals presented insalivation, increased urination little
mobility seizure and death after 40 minutes, resulting in the death of 50 % of the group
corresponding to the mean lethal dose LD5sy Conclusion: The hydroalcoholic extract of
the bark of Triumfetta bogotensis "Rat - Rat" was effective as antiulcer agent in a
model of induction of ulcers by indomethacin. With regard to the acute toxicity is under

the criterion of Williams, the species under study is relatively harmless.

Key words: Triumfetta bogotensis, antiulcerous activity, indomethacin, gastric

ulcers, acute toxicity, DL 5o



INTRODUCCION
Las enfermedades gastrointestinales son una causa muy frecuente de consulta. En
nuestro pais estdn cambiando considerablemente, asi en la poblacién de bajo nivel
socioeconomico ha permanecido invariable (>80%); mientras que en los estratos
socioeconémicos medio y alto de Lima hubo una disminucién sostenida (de 83,3%
a 58,7%) (3).
A nivel regional los datos estadisticos en el afio 2015 sobre ulcera gastrica nos
indica que las provincias con mayor incidencia de ulcera son Cusco, La
Convencién, Canchis, Urubamba y Quispicanchis y con respecto al rango de
edades sé encuentran entre 15 y 60 afios a mas. (Anexo 3) (4).
La ulcera péptica es considerada como el resultado del desequilibrio entre los
factores agresivos y defensivos de la mucosa gastroduodenal. Se presenta cuando
se produce una alteracion de los mecanismos defensivos de la mucosa por
factores agresivos exdégenos tales como alcohol, tabaco, café, comidas irregulares,
falta de sueno, estrés, tratamiento con AINEs y la infeccién por Helicobacter pylori
(5) (6).
El método actual que se emplea para controlar el desarrollo de la ulcera gastrica
consiste en inhibir la secrecion de acidos gastricos, incrementar la proteccion
estomacal, bloquear la apoptosis y estimular el crecimiento de células epiteliales
para que la cicatrizacion sea eficaz. Aunque hay distintos tipos de agentes
alopaticos disponibles para tratar estos problemas gastrointestinales, existe una
demanda cada vez mayor entre la gente relacionada con el uso de productos
naturales y los investigadores (7).
El estudio de la actividad farmacoldgica de las plantas medicinales constituye un
punto clave. Si bien es cierto que el conocimiento que se transmite de generacion
en generacion tiene un valor intrinseco, también es cierto que no todo
conocimiento popular resulta exento de contradicciones. Dentro de ello, las
pruebas farmacologicas disefiadas de acuerdo a parametros y patrones
establecidos, constituye un punto de apoyo importante para fijar los limites o
perspectivas que puedan tener el uso de determinadas plantas medicinales (8).
Por ello el presente trabajo tiene el objetivo de evaluar y validar cientificamente el
efecto antiulceroso de Triumfetta bogotensis (Rata - Rata), en un modelo de
induccioén de ulceras gastricas por indometacina (Método de Lee) y a su vez

evaluar su toxicidad aguda en animales de experimentacion.
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CAPITULO |

GENERALIDADES
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ulcera gastrica es una patologia frecuente a nivel mundial y latinoamericano (9).
En la actualidad las enfermedades del estbmago y duodeno, estan tomando un
alto interés para su estudio debido a su alta incidencia en la poblacion, en el Peru
para el afno 2012 se presentaron 807 128 casos en consulta externa lo que
equivale al 3 % del total, mientras que en el servicio de hospitalizacion se
obtuvieron 4 329 casos lo que equivale al 0,5 % del total; para el 2011 fue la causa
de muerte de 619 pacientes que equivale al 0,6 % de defunciones totales en el
Peru, reportado por el MINSA (10) (11).

Se ha descrito que su incidencia y prevalencia se ve afectada por ciertos factores
de riesgo como: la edad, la dieta, tabaquismo, infeccién con Helicobacter pylori (H.
pylori), consumo de alcohol cronico y uso de analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES). Este ultimo es de particular interés debido al uso
indiscriminado de estos medicamentos a nivel mundial incluyendo nuestro pais.
Son numerosas las estrategias farmacoldgicas y no farmacoldgicas usadas para
abordar el tratamiento y prevencién de esta afeccion, incluyéndose una serie de
medicamentos tradicionalmente empleados (3) (12).

En la actualidad la terapéutica de las patologias gastrointestinales incluye diversos
tratamientos entre ellos, inhibidores de receptores H2, antiacidos, bloqueadores de
la bomba de H/K ATPasa, antibacterianos y ultimamente los compuestos naturales
como flavonoides. (13) (14)

En la provincia de Cusco la incidencia de enfermedades gastricas en los afios
2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015 fueron de 622, 589, 766, 516, 679, 917 casos
respectivamente, observandose que para el afio 2015 el incremento de casos fue
significativo, el mayor nimero de casos correspondia a la ulcera péptica (DIRESA)
(4) (Anexo 3).

Actualmente existe una tendencia mundial cada vez mayor para el uso de
productos naturales; utilizadas con el propdsito de solucionar diferentes
enfermedades, por ello es importante realizar estudios que permitan renovar,
rescatar y validar los conocimientos de nuestra flora medicinal, esto nos motiva a
estudiar e investigar un sin numero de especies, es asi que el presente trabajo

pretende revalorar y fomentar el uso adecuado de la especie Triumfetta



bogotensis (Rata - Rata) al demostrar el efecto antiulceroso y la inocuidad o

toxicidad aguda las cuales son utilizadas tradicionalmente, la importancia de

estudiar esta propiedad es para darle una base cientifica que garantice su uso.

1.2.

1.3.
1.3.1.

1.3.2.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Presentara efecto antiulceroso y toxicidad aguda en animales de

experimentacion el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de

Triumfetta bogotensis (Rata -Rata)?

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiulceroso y la toxicidad aguda del extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis (Rata -
Rata) en un modelo experimental de induccién con indometacina

(Método de Lee) en animales de experimentacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

Determinar el porcentaje de humedad, el porcentaje de rendimiento,
solubilidad y analisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico
al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis (Rata- Rata).

Evaluar el efecto antiulceroso del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis (Rata- Rata) por el Método de Lee,
determinando las lesiones gastricas mediante el calculo del indice
ulceroso, segun la escala de Marhuenda; y la escala de Gamberini et al.
Determinar la dosis efectiva del efecto antiulceroso del extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis (Rata -
Rata).

Evaluar histopatolégicamente las lesiones gastricas en el estomago de
las ratas inducidas por indometacina y sus variaciones cuando se usa el
extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis
(Rata - Rata).

Evaluar la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la

corteza de Triumfetta bogotensis (Rata - Rata) en animales de



experimentaciéon por el método de Vega y Carrillo, mediante la

evaluacion de la dosis letal media 50 (DLs) a dosis unica.

1.4. JUSTIFICACION

En el mundo, existe la necesidad impostergable de atender los diferentes
problemas de salud en nuestra poblacion, principalmente en las zonas rurales y
urbano marginales, demanda no atendida que se debe a varios factores, entre
ellos la cobertura insuficiente que brinda el sector salud, el permanente déficit
econdmico de la poblacion mas pobre que le impide destinar recursos para la
atencion de salud, falta de conocimientos del uso de plantas medicinales, la cual
debe ser revalorada porque es la medicina que esta al alcance de una gran
mayoria; y la poca o ninguna importancia que se da a la medicina tradicional
andina (8) (15).

Aun en la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina tradicional,
pero la ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos terapéuticos de las
plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, no con el
fin de disminuir esta confianza en la naturaleza, sino para agrupar a las plantas de
efectos similares, para conocer los principios activos responsables de aliviar, o
curar enfermedades, separarlos de la plantas que los contienen, determinar sus
estructuras quimicas procurar su sintesis proponer modificaciones estructurales en
busca de una mayor actividad, y finalmente dar a conocer a la humanidad los
resultados de estos estudios. (7)

Dada la demanda de medicamentos antiulcerosos en el mercado farmacéutico
para los diversos casos clinicos con ulcera gastrica que en los ultimos afios se ve
incrementado; el estudio e investigacion de formas medicamentosas de extractos
o vegetales deshidratados constituyen una alternativa a menos costo y con menos

efectos secundarios (16) (7)

Se sabe que las propiedades fisico quimicas de los AINEs y su mecanismo de
accion estan directamente implicados en la patogenia de las lesiones
gastroduodenales. Los estudios epidemiolégicos confirman un incremento
significativo del riesgo en la aparicion de estas reacciones adversas y sus

complicaciones. (12)



La finalidad del presente trabajo es determinar la posible actividad antiulcerosa que
poseen las cortezas de Triumfetta bogotensis (Rata - Rata), las cuales son
utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de ulceras gastricas; en modelos
experimentales con animales (ratas) con la finalidad de validar dicho uso
terapéutico. Lo que nos permitira tener una alternativa natural en el tratamiento y

prevencion de las Ulceras gastricas causadas por diferentes factores.

1.5. HIPOTESIS
El extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis
(Rata -Rata) presenta efecto antiulceroso en un modelo de induccion

experimental y toxicidad aguda en animales de experimentacion.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1.  VISION HISTORICA

Segun las referencias histéricas, esta planta es conocida y aplicada
medicinalmente como antiinflamatorio y cicatrizante. Estudios realizados sobre la
especie Triumfetta bogotensis (Rata-Rata) sugieren la presencia de flavonoides
(compuestos fendlicos) en mayor contenido dentro de su composicion fitoquimica
(17) (18) (19).

A los flavonoides (compuestos fendlicos) se les atribuye la accion sobre las
enfermedades gastrointestinales en especial la actividad antiulcerosa; reduciendo
el indice de ulceracién y la lesidn sobre la mucosa, La cual podria ser mediada por
diferentes mecanismos, tales como una inhibicion de la secrecion de acido y
pepsina (17) (20).

Dichos flavonoides bloquean la actividad enzimatica de la histidina descarboxilasa,
la cual cataliza la sintesis de histamina asi como también por activacion de
factores defensivos, incrementando la secrecion de mucus gastrico, por

estimulacién de la sintesis de prostaglandinas endogenas (17).

2.2.  ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Apecechea Coffigny MR. Maria Larionova, Sirced Salazar Rodriguez
Evaluacion de la actividad antiulcerosa del 2"-0-ramnosil 4"-0-metil-vitexina
de las hojas de Piper ossanum. Instituto Superior de Medicina Militar "Dr.
Luis Diaz Soto". 2000 Feb; Il (29) (21).

Se estudié la actividad antiulcerosa de un flavonoide nuevo aislado de las hojas de
Piper ossanum, mediante extraccion con alcohol etilico al 70 %; posteriormente se
purificd con acetato de etilo; luego fue separado por columna de poliamida y
recristalizado. Esta solucién de flavonoides se administré por via oral a 10 ratas
Wistar machos con peso entre 150 y 200 g. Se consideraron ademas un grupo
control negativo (agua) y un grupo al cual se le suministrd sucralfato, farmaco de
reconocida accidn antiulcerosa. Se empled el modelo de estrés por inmovilizacion

y frio para producir el dafo gastrico. La solucién de flavonoides mostré una
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evidente actividad antiulcerosa expresada por el indice de lesion y el porcentaje de
inhibicién de formacion de lesiones. Se concluyd que este flavonoide actué como
un antiulceroso similar al sucralfato.

Castillo Valdéz EJ. "Estudio pre-clinico de la guaviduca (Piper carpunya) de
propiedades y efecto antiulceroso en ratas wistar”. Tesis para optar al titulo
profesional de Quimico Farmacéutico. El oro- Ecuador: Universidad Técnica
De Machala, Facultad De Ciencias Quimicas Y De La Salud, Escuela De
Bioquimica Y Farmacia; 2014 (22).

En el presente trabajo de investigacion se desarroll6 la comprobacion de la
actividad antiulcerosa del extracto hidroalcohdlico de la Guaviduca (Piper
carpunya) elaborado y evaluada su calidad a partir de droga cruda procesada en la
Planta Piloto de Farmacia de la FCQS-UTMACH. El estudio se llevd a cabo,
utilizando la técnica descrita en el Manual de Técnicas de Investigacion (CYTED,
1995) a través de la induccion de Ulcera gastrica aguda por etanol absoluto al 96
%, en ratas (Rattus Wistar) hembras, reproducidas y criadas en el Bioterio Piloto
de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de UTMACH. Se formaron 3
grupos de 5 animales: Grupo Control, Grupo Patrén, Grupo Problema. Los
productos administrados via oral, media hora antes de la administracion del agente
necrosante, en una proporcion de 1ml/100g de peso del animal. Luego de este
periodo se efectud la diseccion de los grupos de estudio, se procedidé a extraer los
estbmagos los cuales se les realiz6 un estudio macroscopico que expuso una
cicatrizacion parcial a nivel de la mucosa gastrica, obteniéndose un porcentaje de
inhibicion de las ulceras en un 50 % en el grupo problema y de un 46,2 % en el
grupo patrén con lo que se concluye que el extracto hidroalcohdlico de Guaviduca
(Piper carpunya) posee actividad gastroprotectora, produciendo una proteccion y
recuperacion de la mucosa gastrica evidenciandose en el analisis macroscopico de

los estomagos.

2.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Castafieda CB, Manrique MR, Ibafez VL, Gamarra CF, Galan LD. Evaluacion
del efecto antiulceroso del extracto acuoso y metandlico de las semillas de
Lupinus mutabilis sweet (tarwi, chocho) en ratas. Instituto de Genética y
Biologia Molecular, Facultad de medicina humana: Universidad San Martin de
Porres; Horizonte Medico. 2010 febrero; 3(1) (2).



En la presente investigacion realizada con semilla de Lupinus mutabilis sweet se
ha podido evaluar el efecto del extracto acuoso y del extracto metandlico sobre las
lesiones producidas en la mucosa gastrica de ratas de acuerdo a la técnica de Lee.
La indometacina en dosis superiores a 50 mg/Kg de peso produce lesiones
lineales, engrosamiento y dilatacion del intestino delgado, adhesiones, obstruccion
parcial, inflamacién granulomatosa transmural aguda y cronica, absceso en las
criptas y fibrosis. El extracto acuoso en cocimiento, de Lupinus mutabilis Sweet fue
administrado a la dosis de 2000 mg/Kg de peso y el extracto metandlico a una
dosis de 400 mg/Kg.

Se utilizaron cuatro grupos de ratas machos de aproximadamente 250 g de peso a
las que se les acondiciono en el Bioterio de la Facultad y se les suministré alimento
y agua ad libitum. Los animales fueron distribuidos en G1: Control, G2: Ranitidina,
G3: Extracto acuoso en cocimiento del Lupinus mutabilis Sweet y G4: Extracto
metandlico de Lupinus mutabilis Sweet. Las sustancias fueron administradas por
via oral, previo ayuno de 48 horas, 1/2 hora antes de la Indometacina. A las 5
horas, los animales fueron sacrificados; realizandose la laparotomia para extraer el
estbmago y observar las lesiones producidas. Macroscopicamente apreciamos un
efecto antiulceroso estadisticamente significativo segun la prueba del chi
cuadrado, con una probabilidad de p=0.0013 Y microscopicamente una
probabilidad de p=0.0053. Para el extracto acuoso en cocimiento se obtuvo un
efecto antiulceroso igual al 60 %; para la Ranitidina 57 % y en menor proporcion
para el extracto metandlico (40 %), pudiendo observarse la normalizacién de la
arquitectura de la mucosa y la atenuacién de la infiltracion de granulocitos. La
observacion fue realizada por inspeccion macroscoépica directa y microscopica
confirmandose estadisticamente la existencia de propiedades antiulcerosas para el
extracto acuoso al 10 % en cocimiento por 10 minutos; lo cual podria constituir una
alternativa terapéutica en el tratamiento de la ulcera gastroduodenal y ademas la
accion protectora parece ser independiente de la secrecion de acido.

Milan Toledo N. Estudio fitoquimico, Evaluacién de la actividad antioxidante
y antimicrobiana de la corteza de “Triumfetta semitriloba” jacq (moteccepo) y
analisis de parametros reolégicos del mucilago. TESIS para optar al titulo
profesional de Quimico. Lima: Universidad Nacional Mayor De San Marcos,
Facultad De Quimica E Ingenieria Quimica; 2015. (23).



En este trabajo de investigacion se pretende contribuir al conocimiento fitoquimico
de la corteza de “Triumfetta semitriloba” Jaqc, puesto que los reportes de
metabolitos de esta parte de la planta son escasos.

Se acondiciond la corteza y se determin6 70,00 % de humedad; 2,76 % de ceniza,
y mediante el analisis de minerales se encontré que posee una alta cantidad de Ca
(4007,16 ppm). Luego se realiz6 una comparacion de técnicas de extraccion,
determinandose un mayor rendimiento en la maceracion durante 2 semanas.
Después se realizo la extraccion sucesiva de la corteza con solventes de polaridad
creciente encontrandose mayor extraccion con agua (41,00 %) y menor extraccion
con acetato de etilo (0,37 %). En la marcha fitoquimica de la corteza se comprobé
la presencia de saponinas esteroidales, taninos condensados, flavonoides y
cumarinas. Al cuantificar polifenoles totales y taninos se encontr6 1184,96
mgAG/100g y 751,20 mg AT/100g respectivamente. La evaluacion de la actividad
antioxidante por el método del radical DPPH del extracto g/mL y 169,90u
metandlico y del extracto acuoso (mucilago liofilizado), reporté un CI50 de 21,08
g/mL respectivamente. Luego se analizé los posibles metabolitos responsables de
esta actividad antioxidante, mediante el analisis de los extractos por CCF,
espectroscopia UV-Vis, IR y CPG encontrandose presencia de flavonoides de las
proantocianidinas. En la evaluacién de la actividad antimicrobiana del extracto
metandlico. Se observé actividad frente a Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, mientras que frente a Bacillus subtilis no. Finalmente en la evaluacion del
mucilago liofilizado se encontr6é 12,55 g (Glucosa)/100g de carbohidratos totales y
al analizar los parametros reologicos del mucilago se determind un
comportamiento de fluido no Newtoniano, pseudoplastico. Asi el mucilago de la
corteza de “Triumfetta semitriloba” Jacq, resulté ser un fluido con un futuro
promisorio para la elaboracion de fitofarmacos, en la industria de los alimentos,
etc.

Huaman O, Arnao |, Sandoval M, Béjar E. Efecto antiulceroso del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de hojas de Bixa Orellana "achiote", en ratas.
Tesis para optar al grado de Magister. Lima: Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Centro de investigacion de bioquimica y nutricién, facultad de
medicina; 2009. (24).

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hojas de Bixa
orellana, evaluar el grado de proteccion del extracto frente a la injuria con etanol y

estudio histopatolégico de la region glandular del estdmago. Disefio: Estudio



prospectivo experimental. Institucion: Centro de Investigacion de Bioquimica y
Nutricién Alberto Guzman Barrén, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Material biolégico: Extracto de hojas de Bixa orellana y
animales de experimentacion machos adultos. Intervenciones: Se analizé los
metabolitos secundarios del extracto, mediante los reactivos especificos. Para la
evaluacion del efecto antiulceroso, se aplicé la técnica propuesta por Robert 1979,
a dosis de extracto de 200 y 400 mg/kg. Se provoco la injuria con alcohol al 96 %.
La evaluacion macroscopica fue mediante la escala de Marhuenda. Los tejidos
fueron conservados en formol al 10 %, para su estudio histopatoldgico por tincion
hematoxilina-eosina. Principales medidas de resultados: Inhibicion de las lesiones
gastricas Resultados: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Bixa orellana tiene
compuestos fendlicos, tales como flavonoides y taninos, terpenos y alcaloides. El
tratamiento con el extracto produjo una inhibicion de las lesiones gastricas en 21,7
% y 28,3 %, respectivamente (p<0,01).

En el estudio histolégico, se encontr6 mayor proteccion y menor migracion de
células pro inflamatoria en los grupos que recibieron el extracto a 200 y 400 mg/kg.
Sin embargo, los grupos controles y los que recibieron ranitidina presentaron
grados de lesion considerable y un mayor incremento de migracion de células
proinflamatorias.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de Bixa orellana presenta un efecto
gastroprotector anti ulceroso frente a la injuria con etanol al 96 %, tanto a nivel

Macroscopico como microscopico.

2.2.3. ANTECEDENTES LOCALES

Horgue Minaya R., Campana Zela K. Evaluacién de la actividad cicatrizante
del extracto hexanico, etéreo y etandlico de Triumfetta bogotensis (rata rata)
en animales de experimentacion y caracterizacion estructural de uno de los
metabolitos del extracto con mayor efecto de la especie en estudio.
Universidad Nacional San Antonio Abad Del Cusco, Facultad de Farmacia y
Bioquimica. (2010) (19)

El objetivo fue determinar y comparar el efecto cicatrizante de los extractos
hexanico, etéreo y etandlico al 96 % de las hojas de Triumfetta bogotensis “rata-
rata” en animales de experimentacién y elucidar la estructura quimica de uno de
los metabolitos secundarios del extracto con mayor accién farmacolégica, siendo

este un tipo de estudio comparativo y descriptivo debido a que se comparan los
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resultados de los efectos cicatrizantes obtenidos de los extractos etandlicos al 96
%, etéreo y hexanicos porque ademas se describe cual es la estructura de uno de
los metabolitos responsable de dicha accidén farmacoldégica.

Se determind un 70.3 % de humedad con un porcentaje de extraccion del extracto
etandlico de 28.80 % ya que esta presento mayor efecto cicatrizante. En el estudio
fitoquimico cualitativo realizado se determiné la presencia de compuestos fendlicos
flavonoides, taninos, saponinas, glicésidos y aminoacidos. En la determinacion de
la concentracion minima efectiva del extracto etandlico al 96 % a la concentracion
del 10 % dio un porcentaje de eficacia de cicatrizacion de 29.07 % por encima del
patron Cicatrin (100 %). En la caracterizacion de los metabolitos activos presentes
en el extracto etandlico se obtuvo los espectros IR y UV caracteristicos de los
flavonoides (quercetina), realizando posteriormente una comparacion con los

espectros y cromatografia en capa fina con un patron.

Monroy Farfan M. Evaluacion del efecto antiulceroso de las infusiones al 10
%, 20 % y 50 % de Piper elongatum var mocco mocco treleanse “MATICO” en
animales de experimentacion y contenido total de flavonoides. Tesis para
optar al titulo profesional de Quimico farmacéutico. Cusco: Universidad
Nacional San Antonio Abad Del Cusco, Escuela profesional de Farmacia y
Bioquimica; 2011 (25)

En el presente trabajo de investigacién se busca promover el uso de plantas
medicinales una de estas es Piper elongatum var. Mocco mocco trelease (Matico)
para lo cual se utilizd el protocolo experimental de la ulcera gastrica inducida con
etanol 96° para lo cual se utilizaron 30 ratas machos de la raza Wistar de 3 meses
de edad con un peso promedio de 250 g divididas en 5 grupos de 6 ratas cada uno
a los que se les administro por via intragastrica las infusiones al 10 %, 20 % y 50
% como tratamiento terapéutico, utilizando como farmaco patron al omeprazol 20
mg/Kg y como control agua destilada, el contenido total de flavonoides fue
determinado mediante el método espectrofotométrico desarrollado por Woisky Y
Salatino descrito por Biron et al. (2008) y expresado en equivalentes de quercetina.
Resultados: el porcentaje de inhibicion de ulceras, se comprobé de manera
macroscopica mediante el conteo de las ulceras producidas sobre la mucosa
gastrica y realizando los calculos correspondientes, obteniéndose 70.53 %, 82.26
% y 89 % para las infusiones al 10 %, 20 % y 50 % respectivamente, lo que fue

confirmado estadisticamente al 95 % de confianza, comprobandose asi el efecto
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anti ulceroso de las infusiones al 10 %, 20 % y 50 % de Piper elongatum var.
Mocco mocco trelease “matico” posterior a este resultado se realizé el estudio
histopatoldgico el cual nos mostrd las caracteristicas de las ulceras gastricas, las
que se diferencian en los estbmagos de cada grupo experimental, el contenido
total de flavonoides en el extracto etandlico y en las infusiones al 10 %, 20 % y 50
% de Piper elongatum var. Mocco mocco trelease “matico” obteniéndose como
resultado 79.99 pg/mg. 30.17 ug/mg, 34.96 pg/mg, 41.45 yg/mg para cada uno de
los extractos respectivamente, lo que fue comprobado estadisticamente al 95 % de
confianza.

2.3. MARCO TEORICO

2.3.1. BASES CIENTIFICAS

2.3.1.1. ASPECTOS BOTANICOS DE Triumfetta bogotensis (RATA- RATA)
2.3.1.1.1. DESCRIPCION DE LA FAMILIA MALVACEAE

e Porte: herbaceas o lefiosas, a menudo con pelos estrellados, en ceiba,
tronco espesado con parénquima acuoso.

o Corteza: alternas, simples, divididas, estipuladas, a veces dentadas,
palmadas.

e Flores: solitarias 0 en cimas, perfectas, raro imperfectas, actinomorfas,
hipdéginas, periginas, a veces grandes.

e Perianto: céliz, 3-5 sépalos libres o soldados, generalmente con epicaliz; a
veces nectarios de penachos de pelos glandulares en la base de los
sépalos; corola, 5 pétalos cortos, libres pero soldados en la base a un tubo
estaminal.

e Androceo: numerosos estambres, a menudo con filamentos soldados en
varios cuerpos 0 en uno solo; a veces sobre un androginéforo; anteras
monotecas.

e Gineceo: carpelos, 2 soldados; 6vulos, 1 por I6culo, axilares.

e Fruto: dehiscentes o indehiscentes, capsula o esquizocarpo, raro baya

e Semilla: sin endosperma, embrion recto o curvo, pueden presentar arilo, a

veces inmersas en la Vaina (26) (27).

2.3.2. DESCRIPCION DEL GENERO TRIUMFETTA

Arbusto de 1 a 2 m de alto, muy ramificado. Sus corteza tienen forma rémbica y

puntiagudas, un poco lobuladas, los bordes con dientes desiguales; por ambas
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caras son velludas, pero por el reverso son mas densos. Tienen flores amarillas,
pequefas al igual que los frutos, los cuales son redondos y con muchas espinitas
que se caen con el tiempo. Originario de la regidn tropical, presente en climas
calidos, semiaridos y templados. Planta silvestre, asociada a bosques tropicales
(26).

2.3.3. DESCRIPCION DE LA ESPECIE:

A) NOMBRE COMUN

e RATA -RATA

B) NOMBRE CIENTIFICO
e Triumfetta bogotensis

C) SINONIMO
Rata rata, yunca rata rata, curur curur, candillo de burro, pega pega
carnaval, huayo, Caballusa.

D) IDENTIFICACION BOTANICA
Segun el Herbario Vargas (CUZ), la clasificacién taxonémica es la siguiente:

Reino: Vegetal
Divisién: Angiosperma (= Angiospermas)
Clase: equisetopsida
Sub clase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Malvales
Familia: malvaceae
Género: Triumfetta
Especie: Triumfetta bogotensis DC.
Nombre comun: rata rata
E) DESCRIPCION

La especie Triumfetta bogotensis ‘Rata-rata” es un arbusto perenne de
aproximadamente 1.50 cm de altura que crece en lugares humedos de los climas
tropicales del Peru. Figura N° 1 Presenta un tallo semilefioso con la corteza
exterior grisacea, ramas terminales pubescentes, Triumfetta bogotensis presenta
corteza elipticas con tres nervios basales, margen aserrada, indumento de pelos
estrellados, estipulas largas y persistentes. Las inflorescencias son axilares, la

corola es amarilla o café amarilla. Los frutos son aquenios esféricos, indehiscentes
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cubiertos de aguijones que se adhieren al pelaje de la fauna. Como se muestra en

la figura N° 2. Al separar la corteza, se desprende en tiras largas (28) (29).

Figura N°1 PLANTA JOVEN Triumfetta bogotensis

Fotografia (1) planta joven de Triumfetta bogotensis tomada en el lugar de recoleccion en lalocalidad de Sicre
— Huayopata - La Convencién — Cusco

Figura N° 2 FRUTO DE de Triumfetta bogotensis

Fotografia (2) fruto de Triumfetta bogotensis tomada en el lugar de recoleccion en la localidad de Sicre —
Huayopata - La Convencién — Cusco.
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F) USOS
e Las cortezas frescas y molidas se utilizan como desinflamante en

enfermedades reumaticas

e El mucilago de la corteza de la planta se utiliza lavandose a diario el
cabello para acelerar el crecimiento y evitar la pérdida del mismo.

e Como cicatrizante se utiliza el mucilago de la corteza, esta se coloca sobre
la herida

e Quemaduras, las cortezas se reposan en agua tibia para colocar como
emplasto.

e Como antiulceroso se utiliza la corteza de la planta reposada en agua
hervida se filtra las impurezas y esta se bebe en ayunas.

e Como clarificante del vino, se utiliza el mucilago y este es colocado dentro

del envase de vino (30).

G) PARTES USADAS

e Corteza, ramas, hojas (partes aéreas).

2.3.4. ANATOMIA, FISIOLOGIA E HISTOLOGIA DEL ESTOMAGO DE RATA

El estbmago es una dilatacion grande, especializada del tracto alimenticio, que
estd situada entre el esdéfago y el intestino delgado, estd dividido en cuatro

regiones cardiaca, esofagica, fundica y pilérica. (31)

Figura N° 3 Regiones del estémago de la rata (vista ventral). Tomado de
“Anatomia de la rata del laboratorio”

ESOFAGO ESTOMAGO
ANTERIOR
ANTRO A CUERPO

DUODENO

Fuente: Cook (31)
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La pared del estobmago esta compuesta de cuatro capas de tejido: serosa,
muscular, submucosa y mucosa.

La serosa (peritoneo visceral) cubre la superficie externa del estbmago, y esta
unida a las capas musculares que siguen hacia abajo. Esta continua por el
peritoneo parietal, la membrana serosa que recubre interiormente toda la cavidad
abdominal.

La parte muscular consta de tres capas de musculo liso y una capa longitudinal
externa, una circular y una oblicua interna.

La sub mucosa consta de tejido conectivo que contiene vasos y nervios.

La mucosa consta de tejido conectivo, que contiene vasos y nervios. La mucosa

esta dividida en dos partes: esofagica y glandular.

2.3.4.1. FISIOLOGIA DEL ESTOMAGO DE LA RATA

Las principales funciones del sector glandular son la secrecion de pepsina y acido
clorhidrico necesario para la digestion de los alimentos. El sector no glandular
tiene funciones mecanicas generando contracciones (ayuda a triturar el alimento),
en esta se produce una pequefia cantidad de procesos fermentativos. La zona
glandular se puede dividir en tres regiones: la mucosa del cardias, la mucosa
parietal y la mucosa pildrica. Estas regiones presentan glandulas de estructura
similar, pero diferentes tipos de secreciones (32). Gran parte de la superficie del
estdmago, esta recubierta de células mucosas superficiales que producen un moco
espeso y pegajoso que desempefian un papel importante en la proteccion del
epitelio del estomago frente a las condiciones acidas y de molturacion presentes
en la luz del 6rgano.

Cada region de la mucosa gastrica contiene glandulas formadas por tipos celulares
caracteristicos. Las de la zona parietal poseen células parietales que se localizan
en el cuello o area proximal de la glandula, y su funcién es la secrecion del acido
clorhidrico. Distribuidas también en el cuello glandular y entre las células parietales
se disponen las células mucosas del cuello; estas secretan un moco muy diluido y
menos Vviscoso que las células mucosas superficiales. Ademas de la funcion
secretora, parece ser la célula madre de la mucosa gastrica, ya que son las unicas
células de las estriaciones del estbmago capaces de dividirse diferenciandose en
cualquiera de los diferentes tipos de células maduras de la superficie o del interior
glandular. En la base de las glandulas gastricas existe un tercer tipo celular. Las

células principales, estas secretan pepsindégeno, precursor de la pepsina. Las
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glandulas de la mucosa del cardias y del piloro, tienen una estructura similar a las
parietales aunque con diferentes tipos celulares. Las 21 de la zona del cardias
secretan solo un moco alcalino, cuya probable funcién es la proteccion de la
mucosa adyacente del esofago de las secreciones acidas del estomago. Las
glandulas del piloro no poseen células parietales, pero contienen células G
productoras de gastrina. También, y de acuerdo con todas las referencias que se

poseen, las glandulas pildricas secretan pepsinégeno (33).

2.3.4.2. ANATOMIA PATOLOGICA DE ULCERAS EN RATAS

Estudios de la induccion de Ulceras gastricas con indometacina en ratas, describen
que las lesiones encontradas fueron hemorragias petequiales visibles
macroscopicamente, cuyo tamafo oscila entre 0.1 y 5 mm, ubicadas en la zona
glandular del estémago principalmente a lo largo de la parte superior de los
pliegues de la mucosa. A la observacion histoldgica las lesiones corresponden a
erosiones de la mucosa que llegan en algunos casos hasta la musculares
mucosae. Se observa una necrosis sectorial hemorragica con un grado leve de

inflamacion rodeada de una mucosa normal (34)

2.3.5. MECANISMO DE LA REGULACION DE LA SECRECION GASTRICA

La secrecion de acido clorhidrico y de pepsindgeno por parte de las glandulas de
la mucosa gastrica esta regulada por mecanismos nerviosos y endocrinos. Se
considera que normalmente la secrecion gastrica ocurre en tres fases:

A) Fase cefalica Esta fase resulta de la presentacion del alimento (vision, olor y
sabor) donde se originan sefales nerviosas en la corteza cerebral o en los centros
del apetito de la amigdala o del hipocampo llegan hasta el estbmago a través de
fibras aferentes. Las fibras parasimpaticas posganglionares del plexo mientérico
liberan acetilcolina y estimulan la produccion de las glandulas gastricas. También
provoca la secrecion de gastrina por las células G de las glandulas antrales. La
gastrina llega a las glandulas gastricas por via circulatoria y estimula para que
secreten acido y pepsinégeno. Ademas, tanto la actividad vagal como la gastrina
estimulan la liberacion de histamina por parte de las células cebadas. La histamina
actua sobre las células parietales a través de los receptores H2 para estimular la
secrecion de iones hidrogeno. Por tanto, la acetilcolina, la gastrina y la histamina

aumentan toda la secrecion del jugo gastrico (35).
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B) Fase gastrica La llegada de sangre al estbmago estimula la fase gastrica de la
produccion de acido, de pepsindégeno y de moco, que supone mas del 60 % de la
secrecion gastrica total. Los dos principales desencadenantes son la distencion de
la pared gastrica y del contenido quimico del alimento. La distencion del estomago
activa los mecanorreceptores e inicia tanto reflejos mientéricos locales como
reflejos vagovagales (36). Ambos conducen a la secrecién de acetilcolina, que
estimula la secrecion de jugo gastrico por parte de las células secretoras del
estbmago. Ademas de su accion colinérgica directa, el vago estimula la produccion
de gastrina por las células G en respuesta a la distencion del estdbmago. La
gastrina es un potente estimulo para la secrecion de acido por parte de las células
parietales, y también aumenta la liberacion de enzimas y de moco por parte de las
glandulas gastricas. Aunque las proteinas intactas no tienen efecto sobre la
secrecion gastrica, los péptidos y los aminoacidos libres estimulan la secreciéon de
jugo gastrico a través de una accion directa sobres las células G. Cuando el pH del
contenido gastrico cae hasta valores comprendidos entre 2 y 3, se inhibe la
secrecion de gastrina. La inhibicion de la secrecion de gastrina esta mediada por
un aumento de la secrecion de somatostatina por parte de las células D de la
mucosa gastrica. De este modo, la secrecion acida gastrica se autolimita y la fase
gastrica suele durar solo alrededor de una hora (37).

C) Fase intestinal Una pequefia porcion (aproximadamente el 5 %) de la
secrecion gastrica total en respuesta al alimento tiene lugar a medida que el
alimento parcialmente digerido comienza a entrar en el duodeno. La mucosa
duodenal segrega secretina en respuesta al acido. Esta secretina alcanza el
estobmago a través del torrente circulatorio e inhibe la liberacion de gastrina.
También se segregan colecistocinina (CCK) y el péptido inhibidor gastrico en
respuesta de presencia de productos de digestion, ambas inhiben la liberacion de

gastrina y acido gastrico (38) (39).

2.3.6. FACTORES QUE POTENCIAN LA SECRECION DE IONES HIDROGENO
¢ La histamina potencia la accion de la acetilcolina y la gastrina para estimular la
secrecion de iones hidrégeno.
e La acetilcolina potencia la accion de la histamina y la gastrina para estimular la

secrecion de iones.
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¢ Otros factores que estimula la secrecion de acido y gastrina son el alcohol y la
cafeina. La hipoglucemia también estimula la secrecién de acido y pepsina.
(37) (40).

2.3.7. FACTORES QUE INHIBEN LA SECRECION DE IONES HIDROGENO

¢ Algunos mecanismos de retroalimentacion negativa inhiben la secrecion de
acido por las células parietales. EI mas potente inhibidor de HCI es la
presencia de acido en el estbmago y en el duodeno. La secretina, liberada
por las células S de la mucosa del intestino delgado, inhibe la secrecion de
acido en el estomago.

e La somatostatina inhibe la secrecion de HCI por las células parietales y la
secrecion de gastrina por las células G, la somatostatina es liberada por las
células del pancreas.

e Las prostaglandinas especialmente las de la serie E (PGEZ2) inhibe la
secrecion de acido, esto explica porque los AINES provocan ulceras ya que

estos inhiben la secrecion de prostaglandinas (37) (41).

2.3.8. DEFENSAS GASTRICAS

Como ya se mencion6 anteriormente la mucosa gastrica se encuentra
continuamente expuesta a varios factores y sustancias nocivas como: acido
clorhidrico altamente concentrado, reflujo de sales biliares, alcohol, drogas y
compuestos alimentarios de diferentes temperaturas, pH y osmolaridad, al igual
que sustancias con actividad detergente o citotoxica. También se ha observado
que tienen un factor dafino los productos bacterianos capaces de causar
reacciones inflamatorias locales y sistémicas (42) (43).

“‘Defensa de la mucosa” es un término utilizado para describir los factores que
permiten que la mucosa permanezca intacta. La defensa de la mucosa gastrica es
multifactorial, esto incluye defensas locales y mecanismos neurohormonales. La
defensa se da por niveles dependiendo que tanto el dafio invada la mucosa. El
sistema de defensa de la mucosa se puede dividir en tres niveles principales:
preepitelial, epitelial y sub epitelial. De las cuales cada nivel tiene varios
componentes (42). Los mecanismos protectores de la mucosa gastrica se

muestran en la tabla N° 1.
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TABLA N° 1 MECANISMOS PROTECTORES DE LA MUCOSA GASTRICA

Capa de Moco Protege las células epiteliales del acido
y la pepsina.

Secrecién de Bicarbonato Da lugar a una disminucion de la
acidez.

Flujo Sanguineo Mantiene la integridad de la mucosa,

aportando  oxigeno, nutrientes vy
removiendo sustancias nocivas.

Factor de Crecimiento Epidérmico Estimula la secrecion de
prostaglandinas que inhiben Ila
secrecion acida y aumentando la
produccion de bicarbonato y moco, y
mejorando el flujo sanguineo en la

mucosa.

Fuente: Ferrer (44)

Entre los factores locales tenemos los factores luminales. En el lumen del epitelio
podemos observar varios componentes que colaboran a la defensa gastrica como
por ejemplo: el jugo gastrico el cual reduce la colonizacién de bacterias en el
estomago, por medio de la accién del acido, lactoferrina e inmunoglobulinas que
contiene. El moco secretado en la superficie del estbmago actua como lubricante
para evitar dafo fisico al epitelio y también como una trampa para las bacterias, al
disminuirle a estas la habilidad de penetrar en el epitelio (37) (42).

La primera linea de defensa es una capa de moco y bicarbonato que actua como
barrera fisicoquimica e impide la difusidon de iones y moléculas como la pepsina.
Esta capa de moco se encuentra formada por una combinacién de mucina,
fosfolipidos y bicarbonato (42). La funcion del moco es retener el bicarbonato
secretado por las células superficiales epiteliales, esto mantiene un pH casi neutro
en la superficie de la mucosa gastrica y a su vez actua como una barrera fisica
contra la pepsina luminal y la digestion proteolitica de la superficie epitelial. La
superficie de esta capa de mucosa se encuentra cubierta por un revestimiento de
fosfolipidos con una gran propiedad hidrofébica (42).

Es en esta capa donde actuan los gastroprotectores que se encargan de la
proteccion de la mucosa gastrica (45).

Sustancias ulcerogénicas como sales biliares o aspirina, causan disrupcion del gel

mucoso Y la capa de fosfolipidos, lo que produce aumento de difusién de acido en
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la mucosa e injuria de la misma. H. pylori puede liberar enzimas fosfolipasas e

iones amonio, reduciendo la efectividad de la capa hidrofobica del estdmago (43).

La barrera moco-bicarbonato es la unica barrera pre-epitelial entre el epitelio y el
lumen, cuando esta barrera cae, otros mecanismos protectores, incluyendo
neutralizacién intracelular de acido gastrico, reparacion epitelial, mantenimiento y
distribucién de flujo sanguineo de la mucosa entran en juego (42).

El epitelio es la siguiente linea de defensa formada por una capa continua de
células epiteliales superficiales. Estas células secretan moco, bicarbonato y genera
prostaglandinas, proteinas de choque térmico (las cuales previenen la
desnaturalizacion proteica y protege las células contra la injuria), factores péptidos
de trébol (TFF’s) y catelicidinas (37).

De estos componentes los TFF's juegan un papel importante en las vesiculas
intracelulares secretoras de mucina y en el ensamblaje de esta. Intervienen en la
reparacion de la mucosa al estimular la migracion celular, inhibir apoptosis e
inflamacion, y aumentar la funcion de barrera del moco. La TFF2 juega un papel
primordial manteniendo la red de mucosa y aumentando la viscosidad del gel
MUuCOSO.

La secrecion de bicarbonato por la mucosa gastrica es solo del 10 % con respecto
a la secreciéon acida (37) (41) (40). El gel mucoso ayuda a evitar la pérdida de
bicarbonato y crear un microambiente en la mucosa con un pH casi neutro.

Las catelicidinas y defensinas son importantes péptidos antimicrobianos
expresados por el epitelio gastrointestinal, que juegan un rol importante en el
sistema inmune innato al prevenir la colonizacion bacteriana en la superficie de la
mucosa Yy acelera la sanacion de ulceras (46). Una vez superada la primera linea
de defensa, entra en juego la segunda linea, la cual corresponde a las células
epiteliales del revestimiento gastrico, las cuales se encuentran unidas por fuertes
uniones intercelulares formando una barrera fisica para la difusion retrograda de
acido y pepsina (47). Los citoprotectores que se definen como compuestos que
protegen las células por debajo de la mucosa gastrica, actuan a este nivel (22).
Las células epiteliales ademas se renuevan aproximadamente cada 3 a 7 dias.
Segun otras bibliografias varia entre 2-4 dias la renovacion celular (45). Cuando
ocurre algun dafio en la mucosa epitelial, las células remanentes en el borde del

dafo son capaces de migrar para ocluir la disrupcidén creada en el epitelio. Este
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mecanismo se verifica en pocos minutos, mientras que el aumento de la
proliferacion de células lleva un poco mas de horas (47).

La superficie epitelial brinda su defensa mediante la produccion de moco, los
transportadores idnicos que mantienen el pH intracelular, la produccion de
bicarbonato y uniones estrechas intercelulares. Esta superficie epitelial es
responsable, ademas de la produccién de proteinas de choque térmico, las cuales
se producen como consecuencia del ataque de agentes citotoxicos, estrés
oxidativo o aumento de la temperatura. Estas proteinas previenen la
desnaturalizacién proteica (41). El epitelio ademas produce catelicidina y beta
defensinas las cuales son péptidos catidnicos que forman parte del sistema
inmune innato, previenen la colonizacion bacteriana y aceleran la curacion epitelial.
El nivel subepitelial lo constituye un sistema microvascular en la capa submucosa,
que suministra bicarbonato, micronutrientes y oxigeno, y ademas elimina
productos toxicos metabdlicos (48). Estos componentes se muestran en la figura
N° 4.

FIGURA 4.

Componentes involucrados en proveer defensa de la mucosa gastricay su
Reparacion.

Preepitelial H*  Pepsin Lumen
. NN b pH 1-2
*  Bicarhonato

.
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Epitelial——
*  Resistencia Celular
¢ Restitucion
»  Factores de crecimiento,
prostaglandinas
¢ Proliferacién celular
Subepitelial
¢+ Flujo sanguineo
¢ Leucocitos

Prostaglandinas
Microcirculation

Fuente: Tomada de Principios de Medicina Interna de Harrison 172 edicion. (48)

El endotelio de la vasculatura gastrica es responsable de la produccién de
prostaciclina y éxido nitrico, fundamentales para mantener la viabilidad del epitelio
gastrico. Ademas se oponen a la accion a sustancias como el tromboxano A2,
leucotrieno C4 y endotelina, sustancias con una fuerte capacidad de
vasoconstriccion (37). Cuando existe un dafio a la mucosa epitelial como la acidez

gastrica, se produce un marcado aumento en la perfusion sanguinea de esa zona
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afectada permitiendo una dilucién rapida de la acidez o agentes lesivos, que se
difunden a través del epitelio. Esta respuesta de hiperemia se produce por
mediacion de los nervios aferentes gastricos y se encuentra en parte regulada por
el 6xido nitrico, producido por la Oxido nitrico sintasa. (45).

Se conoce ademas, que el Sulfito de hidrégeno, posee un rol de proteccion similar
al 6xido nitrico. Se ha demostrado que protege contra el dafio producido por los
medicamentos tipo AINES, disminuye la expresion de factor de necrosis tumoral
Alfa (FNTa) y de la adherencia de polimorfonucleares (PNL’s) en el endotelio

vascular (49).

2.3.9. PATOLOGIAS GASTRICAS
2.3.9.1. GASTRITIS:

Gastritis significa estrictamente inflamacion del estbmago y mas especificamente
de la mucosa gastrica. Su diagnostico debe estar basado en los cambios
histologicos que se pueden evaluar en biopsias de la mucosa del estbmago. Desde
el punto de vista histoldgico, la gastritis puede ser aguda o crénicay su causa mas
frecuente es la infeccidon con Helicobacter pylori. La erradicacién de la bacteria
puede favorecer la regresion de la inflamacién y la mucosa puede regenerarse si
no ha alcanzado grados muy severos de atrofia con metaplasia intestinal
avanzada. Sin embargo, el termino gastritis se usa frecuentemente en el
diagnostico endoscopico y en situaciones clinicas en las cuales la inflamacion

puede estar ausente o no ser relevante (49).

2.3.9.2. ULCERA PEPTICA

La ulcera péptica UP es una enfermedad heterogénea atribuible a una serie de
factores, que de forma aislada o en combinacion, actuan produciendo un
desequilibrio entre los elementos agresivos y defensivos de la mucosa
gastroduodenal que conlleva a la aparicion de lesiones en el estbmago y/o en el
duodeno.

El término de ulcera se refiere a la pérdida de sustancia de cualquier parte de la
superficie del cuerpo humano. Asi la Ulcera péptica seria aquella pérdida de
sustancia que ocurre en las zonas del aparato digestivo que estan expuestas al
acido y pepsina que se secretan en el estbmago.

Estas zonas son el tercio inferior del esdfago, la totalidad del estdémago y el

duodeno. Excepcionalmente puede producirse en zonas con mucosa gastrica
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ectopica, como en los diverticulos de meckel. La localizacion mas frecuente de la
ulcera péptica es el duodeno, seguido del estomago. Esta pérdida de sustancia
debe, al menos afectar a la capa muscular de la mucosa y no sobrepasar la
serosa. Como se muestra en la figura N° 5.

Figura N° 5 Diferentes capas del estomago.

Mucosa La Ulcera péptica afecta, al menos, la

Muscular mucosa

Submucosa muscular de la mucosa, y no sobrepasa la
muscular propia.

Muscular propia

En la ulcera duodenal UD la accion del acido

supondria el factor agresivo, mientras que en
la ulcera gastrica fracasarian los factores defensivos.
Los factores que actuan en la integridad de la mucosa son:
Factores agresivos acido, pepsina, tabaco, alcohol acidos biliares, AINEs,
isquemia, Helicobacter pylori.
Factores defensivos: bicarbonato, moco, flujo sanguineo, prostaglandinas,
regeneracion celular, crecimiento celular.
Entre los factores patogénicos mas conocidos estan los AINEs, la infeccién por
Helicobacter pylori, las alteraciones del vaciamiento gastrico y el reflujo biliar
duodeno -gastrico.
2.3.9.2.1. CLASIFICACION

Hay dos tipos: (6).

2.3.9.2.1.1. ULCERA GASTRODUODENAL AGUDA

Enfermedad de origen multifactorial caracterizada por pérdida de sustancia de la
mucosa (gastroduodenal) que se extiende hasta la submucosa, penetrando con
frecuencia en la muscular y que ocurre en zonas expuestas a la secrecion
clorhidropéptica. Las causas que destacan son los farmacos, en especial los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), el alcohol y las enfermedades asociadas
graves (por ejemplo lesiones por estrés).

2.3.9.2.1.2. ULCERA GASTRODUODENAL CRONICA

Enfermedad caracterizada por Ulceras recidivantes gastricas o duodenales. Es una
afeccién muy difundida que afecta del 5-10% de los individuos de sexo masculino.

e EI70 % de los casos son de ulcera gastrica,
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e EI90 % de los casos son de Ulcera duodenal.

2.3.9.3. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de trastornos gastrointestinales en estudios basados en la
poblacion mundial, muestran que hasta un tercio de los adultos del mundo
occidental se reportan con dispepsia. La prevalencia de ulcera péptica con
sintomas gastrointestinales se reporta de 10 a 20 %, pero su prevalencia real en la
poblacién general se desconoce (50). Aproximadamente 25 millones de personas
en Estados Unidos han padecido enfermedad ulcerosa durante su vida. Cada afio
se reportan en Estados Unidos de 500,000 a 850,000 casos nuevos de ulcera
péptica y cuatro millones de casos de recurrencias. El 70 % de los pacientes se
encuentran entre los 25 y 64 afios. Las complicaciones de la enfermedad ulcerosa
péptica son fatales en aproximadamente 6,500 personas al afio (50). De acuerdo a
la direccion regional de salud (DIRESA), el 20 % de la poblacién mayor de 50
afnos presenta este padecimiento, ocasionando del 45 al 50 % de los casos de
hemorragia del tubo digestivo alto en el cusco con incidencia mayoritaria a nivel de

las provincias de La Convencién, Cusco, Espinar.(DIRESA 2015) (4).

2.3.9.4. ETIOLOGIA

A medida que la gastritis atréfica se hace mas severa, la funcion glandular se
pierde: El pepsindgeno es el precursor de la pepsina y existe en dos formas, el | y
el Il; ambos se producen en las células principales y mucosas del cuello glandular
del fondo gastrico, y el tipo Il se produce en las glandulas piléricas del antro. A
medida que progresa la gastritis, la inflamacion leve lleva a aumento del | y el l;
cuando la atrofia se incrementa, las células principales son reemplazadas por
glandulas pildricas, lo que hace que el Il se mantenga igual y el | disminuya, y la
relacion LIl se reduce. Esto muestra que las concentraciones séricas de
pepsindgeno reflejan el estado morfoldgico y funcional de la mucosa gastrica (51).
El uso de pepsinégeno | es un buen método para detectar gastritis cronica atrofica
y cancer gastrico, y que se deberia asociar la determinacién del pepsindégeno Il en
nuestra poblacion por la alta prevalencia de infeccion por H. pylori (38).

Ademas los radicales libres y la peroxidacion lipidica ha sido implicada en la
patogénesis de las lesiones de la mucosa gastrica, se induce la produccion de

ulceras cronicas por administracion continua de etanol por 5 dias. En donde se
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encuentra una elevada peroxidacién lipidica y una disminucion de los niveles de
glutation reducido.
El factor de necrosis tumoral esta relacionado con el dafio de la mucosa gastrica y
juega un papel importantisimo en la patogenia del dafio gastrico, se ha demostrado
su activacion en el suministro cronico de etanol al 40 %. El etanol causa lesiones
extensas en la mucosa acompanados por un incremento de 9.5 veces la apoptosis
celular y de 2.5 la del TNF-alfa (45).
Los dos principales factores etiolégicos de enfermedad ulcerosa son: uso cronico
de AINES vy la infeccion por H. pylori (52). Tanto la infeccion por H. pylori como el
uso de AINES rompen las defensas y la capacidad de reparacion de la mucosa
normal, ocasionando que la mucosa se vuelva mas susceptible al acido gastrico
(40).
Otras causas pueden ser problemas con los factores defensivos de la mucosa,
anormalidades en la presion del esfinter pildrico en reposo y un incremento en el
reflujo gastrico duodenal (38). Son pocos los pacientes que presentan un estado
subyacente de hipersecrecion acida que ocasiona ulceras. Por ejemplo, menos del
1 % de los pacientes con ulceras duodenales tienen un tumor que estimula la
secrecion de gastrina, produciendo una secrecion de acido profunda como parte
del sindrome de Zollinger-Ellison (52).
Otros factores que pueden inducir o facilitar la aparicion de Ulceras pépticas
gastricas o duodenales son:

e Estrés emocional.

e Retardo del vaciamiento gastrico.

Factores exdégenos como:
e Tabaquismo.
e Uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES).
e Terapia con adreno corticosteroides.
e Presencia de agentes infecciosos (Citomegalovirus, Candida albicans y
Helicobacter pylori).

e Uso de bebidas que contienen alcohol y/o cafeina (53).

Estilo de vida. Siendo este ultimo uno de los factores mas frecuentes en los

pacientes que presentan esta enfermedad (50).
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2.3.10.ANATOMIA PATOLOGICA

La lesidén consiste en una pérdida de sustancia localizada en la mucosa vy, en
grado variable, de las restantes capas de la pared gastrica o duodenal. La ulcera
gastrica suele ser unica, redondeada u oval, aunque puede ser lineal, y su
diametro es en general menor de 3 cm. Puede aparecer en cualquier porcion del
estbmago, pero en mas de la mitad de los casos se localiza a lo largo de la
curvatura menor, cerca de la incisura angular, en la union del cuerpo con el antro
gastrico. La ulcera gastrica se asocia a la ulcera duodenal en el 10% de los casos.
Segun su localizacion y su asociacion a ulcera duodenal, las ulceras gastricas
pueden clasificarse en tres tipos:

e Tipo I: Es la ulcera del cuerpo gastrico.

e Tipo Il: Es la ulcera del cuerpo gastrico asociada a ulcera duodenal o

pilérica.

e Tipo lll: Es la ulcera pre pilorica.

La ulcera duodenal suele tener menos de 2 cm de diametro y en mas del 90% de
los casos se localiza en el bulbo duodenal, con mayor frecuencia en la pared
anterior. En algunos casos aparecen simultdneamente Ulceras en las paredes
anterior y posterior (kissingulcers). Las ulceras postbulbares se observan mas a
menudo en los estados hipersecretores. Histolégicamente, las lesiones de la
mucosa gastroduodenal se clasifican en erosiones, Ulceras agudas y ulceras
cronicas (38) (52).

e Erosiones: Son lesiones de aparicién aguda, superficiales y redondeadas,
de menos de 5 mm de diametro, margenes poco sobre elevados, fondo
pardo, o enrojecido Yy, por lo general multiples. Histologicamente la pérdida
de sustancia se limita a la mucosa, donde se observan restos necroticos,
fibrina, neutréfilos y hematies con un infiltrado de polimorfo nucleares en la
periferia. Por lo comun estas erosiones se curan totalmente sin cicatrizacién
(45).

e Ulcera aguda: Unica o mudltiple, en general es redondeada y de mayor
tamafio que las erosiones. Histolégicamente es mas profunda que las
erosiones, extendiéndose al menos hasta la muscular mucosae.

En el fondo de la ulcera puede observarse algo de tejido de granulacion,

con poca reaccion fibroblastica. Los epitelios de revestimiento glandular
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periférico muestran un aspecto activo debido a que a partir de ellos se
produce la regeneracion (38).

e Ulcera crénica: El criterio de cronicidad de la ulcera péptica se define por
la existencia de fibrosis en su base, que determinara la cicatrizacion de la
zona impidiendo la regeneracion total. Histolégicamente penetra en la
mucosa, la submucosa y, por lo general, en mayor o menor grado, en la
capa muscular.

Presenta 4 capas muy caracteristicas, de dentro hacia afuera, son: Una
capa superficial de exudado fibrino leucocitario; una capa de tejido
necrético eosinofilo; tejido de granulacion muy vascularizada con
fibroblastos y abundantes células inflamatorias linfoplasmacitarias y
polimorfonucleares, y una capa de fibrosis de grosor muy variable que con
frecuencia contiene arterias de distinto diametro con material trombotico
organizado. La mayoria de las ulceras pépticas se asocia a gastritis crénica.
Esto no ocurre en las ulceras agudas, en las ulceras cronicas asociadas al
tratamiento con AINES o a los estados hipersecretores (45) (43).

La gastritis asociada a la Ulcera péptica afecta predominantemente el antro,
con extension variable al cuerpo gastrico. En la ulcera gastrica, la gastritis
suele ser mas grave y con frecuencia se asocia a metaplasma intestinal.
Por lo general la ulcera gastrica se desarrolla entre el limite proximal de la
gastritis astral y la porcion secretora del cuerpo gastrico. La localizacion de
la Ulcera refleja la extension de la gastritis.

La ulcera duodenal se asocia ademas frecuentemente a duodenitis y a
metaplasma gastrica, que parece depender de la sobre carga duodenal de
acido. La infeccidon por Helicobacter pylori es la causa de gastritis astral
asociada a ulcera péptica.

Esta bacteria se localiza en el interior y debajo de la capa de moco, sobre la
superficie apical del epitelio gastrico en el estbmago, o en areas de

metaplasma gastrica en el duodeno (52) (48) (45).

2.3.11.MANIFESTACIONES CLINICAS
2.3.11.1. PRESENTACION TiPICA DE LA ULCERA PEPTICA

La presencia de dolor de tipo urente, ardor o quemante localizado en el epigastrio,
a menudo referido como dolor de hambre, con ritmo horario, es decir que se

presenta a determinada hora del dia que generalmente coincide con ayunos y que
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calma parcial o totalmente con la ingesta de alimentos, leche o antiacidos pero
retorna entre 1 a 4 horas después de la ingesta, que aparece también en relacion
con situacion de stress, y puede despertar al paciente en la noche, se ha
considerado como el sintoma clasico de la enfermedad ulcerosa péptica.

Algunas veces el dolor se irradia a la espalda, o hipocondrio derecho sugiriendo
esto la aparicion de una ulcera de la cara posterior del bulbo duodenal, incluso si
pierde las caracteristicas de ritmo y se vuelve continuo e intenso se considera que
pueda haber una complicacidn penetrante hacia el pancreas.

Otra caracteristica tipica del dolor ulceroso es su periodicidad, es decir, que tiende
a recurrir o exacerbar sucesivamente por periodos de semanas o meses hasta que
remiten.

Las variaciones en este patrén clasico de dolor podrian ser indices clinicos de una
complicacion de la ulcera.

Nauseas y vomitos que alivien el dolor aparecen en los casos crénicos como
signos de obstruccién. Dificilmente ocurren en casos no complicados. Sin
embargo, se ha sugerido que no existe una presentacion clinica tipica de la ulcera
péptica (53) (50).

2.3.11.2. PRESENTACION ATIPICA DE LA ULCERA PEPTICA

Es comun que la ulcera péptica tenga una presentacion atipica, en la cual el dolor
puede estar ausente o puede ser de presentacion mas vaga, como dispepsia o
como una simple indigestion.

Muchos pacientes presentan sélo molestia abdominal inespecifica que aumenta
las consideraciones del diagnéstico diferencial incluyendo enfermedad por reflujo
gastroesofagico, enfermedad vesicular, trastornos pancreaticos, cancer de
estdbmago, pancreas o del sistema biliar; insuficiencia vascular mesentérica o
sindrome de intestino irritable.

Solo una pequena proporciéon de pacientes debuta con sangrado digestivo, pérdida
de peso o vomitos; el vomito puede ser secundario a obstruccion pildrica.

En pacientes asintomaticos usuarios de AINEs sometidos a endoscopia, la ulcera
péptica es un hallazgo comun. Mas del 50 % de las complicaciones ocurren sin
presentar sintomas previos y la mayoria en pacientes usuarios de AINEs (52) (54).
Ademas: Severo dolor en epigastrio irradiado en el hipocondrio derecho,

exacerbado con la ingesta de alimentos. Muy frecuentemente despierta al
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paciente, flatulencia, distencion abdominal, nauseas, vomitos con sangre (en
sangramiento), pérdida del apetito y del peso, deposiciones negras, dolor en la

region de la espalda (45).

2.3.11.3. ALTERACIONES DESCRITAS EN LA ULCERA GASTRICA
e Hipersecrecién de acido clorhidrico y pepsina.
e Hipergastremia posradial en ayuno.
e Disminucion del contenido de gastrina astral.
e Disminucion de la liberacion del polipéptido pancreatico en respuesta a una
comida.
e Disminucién de la sintesis de prostaglandina.
e Presencia de reflujo biliar.
¢ Piloro incompetente.
¢ Reduccién en la amplitud de las contracciones antrales.
e Retraso del vaciamiento gastrico o disminucion en el riego sanguineo de la

mucosa (6).

2.3.12.COMPLICACIONES DE LA ULCERA

Son.

A). Perforacion

La complicacion mas frecuente relacionada con la ulcera es la perforaciéon, que se
describe hasta en 6 a 7 % de los pacientes con Ulcera péptica. La penetracion es
una forma de perforacion en la que el lecho ulceroso tuneliza hasta un érgano
adyacente. Las ulceras duodenales tienden a penetrar en direccion posterior, hacia
el pancreas, provocando pancreatitis, mientras que las gastricas tienden a hacerlo
hacia el |6bulo hepatico izquierdo. También se han descrito fistulas gastrocélicas
asociadas con ulceras gastricas (55) (6).

En alrededor del 5 % de los casos el proceso necrotizante puede atravesar toda la
pared del 6rgano y comprometer estructuras vecinas. Si la ulcera duodenal esta
ubicada en la pared anterior, puede perforarse a la cavidad peritoneal,
sobreviniendo una peritonitis. Si estd ubicada en la cara posterior, puede
perforarse al pancreas, provocando dolor intenso, o a la tras cavidad de los

epiplones, y producirse una peritonitis localizada (45).
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B). Sangrado

La hemorragia digestiva es la complicacion mas frecuente de la ulcera péptica. Se
produce en casi 15 % de los pacientes, y con mayor frecuencia en individuos de
mas de 60 anos. Hasta 20 % de los pacientes con hemorragia relacionada con una
Ulcera sangran sin presentar ningun signo o sintoma de alarma previo (48).

Estas operaciones se realizan entre un 10 a 20 % de pacientes hospitalizados por
hemorragia del tracto gastrointestinal. La necesidad quirurgica en estos casos
permanece igualmente importante y se realiza generalmente en las primeras 48
horas del episodio.

En alrededor del 20 % de los pacientes puede sobrevenir un sangramiento, que
puede ser lento y oculto por hemorragia del tejido granulatorio, o violento e incluso
fulminante por la rotura de una arteria de la submucosa o de las tunicas
subyacentes, corroida por el jugo gastrico (diabrosis) (37) (54).

El método mas apropiado para el diagndstico en el contexto de una hemorragia
aguda es la prueba de aliento. De diversos estudios practicados llega a ser claro
que la incidencia de la infeccion por Helicobacter pylori en una cohorte de
pacientes quirdrgicos con sangrado significativo es mucho mas baja variando entre
39,1% y 55% que en aquellos con ulceras no complicadas o con menor grado de
sangrado. Y esta incidencia es menor en pacientes mayores que sangran
masivamente Esta disminucion no puede explicarse en base a un exceso en el
consumo de AINES, pues otras poblaciones similares lo consumen por igual. No
hay sustento para tratar empiricamente contra Helicobacter pylori, a un paciente
con sangrado digestivo masivo y menos aun diferir el tratamiento quirurgico (43)
(35).

C). Obstruccion

En 5 a 10 % de los pacientes la extension del callo puede determinar retraccion y
distorsion de la pared y producirse obstruccion a nivel del piloro y, menos
frecuentemente, del cardias o de la porcién media del estbmago (56). La estenosis
pildrica lleva a ectasia, que aumenta el pH gastrico lo cual da como resultado una
pronunciada liberacién de gastrina y excesiva produccion de acido, que ayuda a
perpetuar el cuadro. Ademas hay una dilatacién gastrica excesiva que incrementa
la liberacién de gastrina. El tratamiento de esta complicacion puede ser quirurgico
0 endoscopico. La intervencion quirurgica dirigida a un procedimiento formal para
reducir el acido ha sido histéricamente principal medio de terapia con reiterados

buenos resultados asociados a baja morbilidad y mortalidad. EI manejo no
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quirargico incluye la dilatacion neumatica con o sin tratamiento anti Helicobacter
pylori. En muchos casos, la dilatacion neumatica es usada primariamente y con
frecuencia en forma repetida, antes de considerar la referencia a cirugia. Este
procedimiento (dilatacién pildrica) para estrechez péptica benigna fue reportado
por primera vez en 1982 y continua siendo usada como terapia de primera linea,
sin embargo adolece de falta de datos publicados especialmente con periodos
libres de sintomas de largo plazo. El tratamiento quirurgico para este tipo de
complicacion continua ofreciendo una mejoria definitiva y duradera de los sintomas

en este tipo de poblacion (53).

2.4. TERAPEUTICA DE LA ULCERA GASTRICA

2.4.1. FARMACOS UTILIZADOS EN LA ENFERMEDAD ACIDO PEPTICA

Los recursos farmacologicos para tratar la ulcera péptica se basa en restaurar el
desequilibrio, bien reduciendo o inhibiendo la secrecion acida y pepsina en el
estomago y/o favorecer o promover los mecanismos protectores de la mucosa
gastrica, por ejemplo, aumentar la secrecién de mucus, bicarbonato y flujo
sanguineo (57) (58). En la tabla N° 2 se muestra los principales farmacos

empleados en el tratamiento de ulcera péptica.
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TABLA N° 2

PRINCIPALES FARMACOS EMPLEADOS EN EL TRATAMIENTO DE ULCERA

MECANISMO DE
ACCION

Farmacos inhibidores

de la acidez gastrica

Farmacos inhibidores

dela

secrecion acida gastrica

Farmacos con efecto

antisecretor y protector

de
la mucosa gastrica

Farmacos con efecto
protector sobre
mucosa
gastroduodenal

la

GASTRICA (59) (14)

FARMACOS
Antiacidos e Bicarbonato sédico
e Carbonato calcico
e Hidroxido de
aluminio
e Hidroxido de
magnesio
e Almagato
e Magaldrato
Antagonistas de los e Cimetidina
receptores H2 ° Ran|t|q|r.1a
e Famotidina
de la histamina e Nizatidina
e Roxatidina
Antagonistas de los Anticolinérgicos

receptores muscarinicos | Pirenzipina

Inhibidores de la e Omeprazol
H+K+ATPasa e Lansoprazol
e Pantoprazol
¢ Rabeprazol
Agonistas de los | Analogos de la
receptores somatostatina
de la somatostatina
Prostaglandinas y e Prostaglandinas
. PGE1y
analogos . PGE2
e Misoprostol
e Emprostil
e Arbaprostil
e Acexamato de cinc

Sucralfato

e Carbenoxolona

e Sales de bismuto
coloidal
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2.5. RANITIDINA
2.5.1. ESTRUCTURA QUIMICA

FIGURA N° 6 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA RANITIDINA (59)

N0,

Ch
A s
H30/ ) \/\H H/ J

(E)-N-(2-((5-((dimetilaminometil) furano-2-il) metiltio)etil)-N'-metil-2-nitroetano-1-diamina.
(60)

Se caracteriza por presentar una cadena lateral voluminosa y un anillo de furano,

nucleo a fin del imidazol (isostero) y desempena el mismo papel que este ultimo
(antagonista competitivo de la histamina) nudcleo indispensable para que la
histamina y los antagonista H2 interactuen y compitan con el mismo receptor H2
(59).

2.5.2. CONCEPTO

Es un antagonista de la histamina en el receptor H2, similar a la cimetidina y a la
famotidina, siendo sus propiedades muy parecidas a la de estos farmacos.

Sin embargo, la ranitidina es de 5y 12 veces mas potente que la cimetidina como
antagonista en el receptor H2 y muestra una menor afinidad hacia el sistema
enzimatico hepatico del citocromo P450, por lo que presenta un menor numero de
interacciones con otros farmacos que la cimetidina. La ranitidina esta indicada en
el tratamiento del desordenes gastrointestinales y en los que la secrecion gastrica
de acido esta incrementada. Sin embargo, en el tratamiento del reflujo
gastroesofagico, los inhibidores de la bomba de protones parecen ser mas
efectivos que los antagonistas H2. De igual forma para erradicar a Helicobacter
pylori que produce las Ulceras pépticas se prefieren los regimenes con inhibidores

de la bomba de protones, reservandose la ranitidina y los demas antagonistas H2
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para tratar gastritis, ardor de estobmago, etc. Ya que muchos de ellos, incluyendo la

ranitidina se pueden utilizar sin receta médica (58).

2.5.3. MECANISMO DE ACCION

Actua por antagonismo competitivo, uniéndose en forma selectiva y reversible a los
receptores H2 sobre la membrana vaso lateral de las células parietales gastricas,
inhibiendo los efectos acidos estimulantes de la histamina. El bloqueo H2
disminuye o anula la produccion de AMPc citosdlico y consecuentemente, provoca
una falla de transduccién por este segundo mensajero.

También inhibe parcialmente la secrecion acida estimulada por gastrina,
acetilcolina y antagonistas muscarinicos. Esta propiedad parece estar dirigida a
reducir o eliminar las interacciones potenciandolas que normalmente aumenta la
secrecion acida cuando la célula parietal es estimulada con histamina, gastrina y
acetilcolina simultdneamente.

La ranitidina no afecta el vaciado, la motilidad gastrica, la presion intraesofagica, el

peristaltismo o las secreciones biliares y pancreaticas (52) (59) (14).

2.5.4. EFECTOS FARMACOLOGICOS

Los bloqueadores H2, como la ranitidina reducen el volumen del jugo gastrico, la
cantidad de HCI y de pepsina. También reducen la secrecién del factor intrinseco
pero, como normalmente este factor es excretado en exceso, la absorcion de
vitamina B12 habitualmente es inadecuada.

Inhiben la secrecion de &acido gastrico estimulada por histamina, gastrina,
estimulaciéon vagal (parasimpatica), alimentos, cafeina, y por la distencién basica.
Ademas inhiben la secrecién acida gastrica basal (en ayunas) y la secrecion
nocturna (59).

No se modifica la secrecidn pancreatica, ni biliar, pero pueden retener la accion
constrictora de la colecistocinina sobre la vesicula biliar. Se conoce también que
los antagonistas H2 protegen a los animales de experimentacion contra la Ulcera
gastrica inducida por estrés, ligadura pilérica, AINEs antagonistas de receptores

H2 y agentes colicomiméticos (35).
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2.6. FARMACO INDUCTOR DE ULCERA: INDOMETACINA

2.6.1. ESTRUCTURA QUIMICA

FIGURA N° 7 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA INDOMETACINA (61)

H,C0

Indomethacin 01
CHy CINO, 0

HO
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2.6.2. CONCEPTO:

La indometacina es un antiinflamatorio no esteroide derivado del acido
indolacético. Inhibe la actividad de la enzima ciclooxigenasa para disminuir la
formacion de precursores de prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido
araquidonico. Aunque muchos de sus efectos terapéuticos y adversos se producen
por la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas en distintos tejidos, otras
acciones contribuyen en forma significativa a los efectos terapéuticos del
medicamento. Como analgésico: por accion periférica debido a la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas. Antirreumatico: la produccion del factor reumatoide
IgM puede disminuir con indometacina; sin embargo, la droga no afecta el curso
progresivo de la artritis reumatoidea. Sélo actua por mecanismos analgésicos y
antiinflamatorios. Antipirético: por la accién central sobre el centro hipotalamico
que regula la temperatura, produciendo vasodilatacion periférica.
Antidismenorreico: inhibe la sintesis de prostaglandinas en el utero, lo que
disminuye las contracciones uterinas, aumenta la perfusién uterina y alivia la
isquemia y el dolor espasmadico. En la forma de administracion oral se absorbe de

manera rapida y completa, 90% de la dosis en 4 horas (61).
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2.6.3. MECANISMO DE ACCION:

Los efectos anti-inflamatorios de la indometacina se deben a la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas y a la inhibicion de la migracion leucocitaria a las areas
inflamadas. Pero ademas otros mecanismos que contribuyen a su actividad anti-
inflamatoria son la inhibicién de las fosfodiesterasas con el consiguiente aumento
de las concentraciones intracelulares del adenosin monofosfato y la interferencia
con la produccion de anticuerpos inflamatorios. Estos efectos anti-inflamatorios

pueden contribuir al efecto analgésico (61).

2.6.4. REACCIONES ADVERSAS.

Las reacciones neuroldgicas son: cefaleas, mareos, depresion, vértigo y fatiga; con
menor frecuencia: confusion mental, ansiedad, somnolencia, convulsiones, coma,
neuropatia periférica, debilidad muscular y rara vez parestesias y empeoramiento
de la epilepsia y parkinsonismo. En algunos casos la intensidad de esta
sintomatologia puede obligar a suspender el tratamiento. Sintomas
gastrointestinales: nauseas, anorexia, vomitos, molestias epigastricas,
constipacion y diarrea. Pueden aparecer ulceraciones en esofago, estémago,
duodeno o intestino delgado; hemorragia gastrointestinal. Muy rara vez se observé
estomatitis, flatulencias o hemorragias de origen sigmoideo. Diversos estudios han
indicado que la dosificacion recomendada mas elevada de indometacina por via
oral (50 mg, 4 veces por dia) produce menos pérdida de sangre en las heces que
la dosis media de acido acetilsalicilico (600 mg, 4 veces por dia). Hepaticas: en
raras ocasiones se observaron cuadros de hepatitis o ictericia relacionados con la
administracion de indometacina. Cardiovasculares o renales: con poca frecuencia
edema, elevacion de la presiéon arterial, taquicardia, dolor precordial, arritmia,
hipotension, insuficiencia cardiaca congestiva. Reacciones de hipersensibilidad,
con signos de erupciones cutaneas, dermatitis exfoliativas, prurito, urticaria,
trastornos respiratorios agudos, disnea. Hematicas: puede aparecer: leucopenia,
petequias, purpura, trombocitopenia. Otras reacciones: trastornos de la audicion,
proteinuria, nefritis intersticial, hiperglucemia, glucosuria, vision borrosa y dolor
orbitario o periorbitario. Bronconstriccion en asmaticos sensibles al acido
acetilsalicilico (62) (61).
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2.7. PRINCIPIOS GENERALES DE LA TOXICOLOGIA

La toxicologia es el estudio de los venenos o, en una definicion mas precisa, la
identificaciéon y cuantificacion de los efectos adversos asociados a la exposicion a
agentes fisicos, sustancias quimicas y otras situaciones. En ese sentido, la
toxicologia es tributaria, en materia de informacion, disefios de la investigacion y
métodos, de la mayoria de las ciencias bioldgicas basicas y disciplinas médicas,
de la epidemiologia y de determinadas esferas de la quimica y la fisica. La
toxicologia abarca desde estudios de investigacion basica sobre el mecanismo de
accion de los agentes toxicos hasta la elaboracidon e interpretacion de pruebas
normalizadas para determinar las propiedades toxicas de los agentes. Aporta una
importante informacién tanto a la medicina como a la epidemiologia de cara a
comprender la etiologia de las enfermedades, asi como sobre la plausibilidad de
las asociaciones que se observan entre éstas y las exposiciones, incluidas las
exposiciones profesionales (63).

La toxicologia estudia las relaciones entre la cantidad de sustancia introducida en
el organismo y el efecto biolégico obtenido, tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo. Esta ocurre toda vez que una sustancia entra en contacto con una
superficie corporal como la piel, los ojos o la mucosa del sistema digestivo o
respiratorio. En la sociedad moderna, la toxicologia es ya un elemento importante
de la salud ambiental y de la salud en el trabajo. Ello es asi porque muchas
organizaciones, tanto gubernamentales como no gubernamentales, utilizan la
informacion toxicoldgica para evaluar y regular los peligros presentes tanto en el
lugar de trabajo como en el medio ambiente general (64).

Figura N° 8: TIPOS DE TOXICOLOGIA

Quumlra Farmacologia
Blologla Patologia
Flsnologna Medicma

[ General
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Areas Alimentos

Ocupacional
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I

~ TOXICOLOGIA REGULATORIA

Fuente: Repetto, 1997

FUENTE: Repetto (63)
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2.7.1. TOXICIDAD:

La toxicidad es la capacidad de una sustancia de causar algun efecto nocivo sobre
organismos vivos. Depende de la cantidad administrada o absorbida, Via de
ingreso al organismo, Distribucion a lo largo del tiempo después de su
administracion. Naturaleza y severidad del dafio producido. Tiempo necesario para
producir el efecto (63) (64).

2.7.1.1. CATEGORIAS DE TOXICIDAD Y CLASIFICACION DE LA
TOXICIDAD:

Las categorias de toxicidad se refieren a una calificacion arbitraria de las dosis o
niveles de exposicidon que causan efectos toxicos. Se habla asi de “sumamente
toxico”, “muy toxico” y “moderadamente toxico”. Lo mas frecuente es que estas
expresiones se apliquen a la toxicidad aguda. La clasificacion de la toxicidad se
refiere a la agrupacion de las sustancias quimicas en categorias generales
conforme a su efecto tdxico principal. Se habla asi de sustancias alergénicas,
neurotoxicas y carcindégenas (63) (64). Que presentan grados de toxicidad como
en la tabla N° 3.

TABLA N° 3 GRADOS DE TOXICIDAD

Clasificacion de la sustancia DL 50 (en ratones via oral) mg
/Kg

Extremadamente toxico <1

Altamente toxico <50

Moderadamente toxico <500

Ligeramente toxico <5000

Practicamente no téxico < 15000

Relativamente inocuo = 15000

Fuente: Moreno Navarro (64)

2.7.2. TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis Unica y

muy elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte
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del animal y la toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a
representar mas o menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el
50% de los animales. Cuando se quiere determinar el efecto de un determinado
toxico sobre una especie, lo primero que debe hacerse es determinar las
condiciones del cultivo tanto en el cultivo de los organismos como en el bioensayo
mismo, a fin de proporcionar condiciones estandar que permitan la reproducibilidad

de las pruebas (64).
2.7.3. TOXICIDAD SUBAGUDA

Significa un menor grado de aparatosidad de la intoxicacion, produciendo algunos
trastornos a nivel biolégico pero sin manifestarse de forma aparente y clara.
Generalmente como consecuencia de un tiempo de exposicion no demasiado

grande al agente (63).
2.7.4. TOXICIDAD CRONICA

Se produce como consecuencia de la repetida absorcién de un téxico, siendo el
tiempo de exposicion especialmente alto (>90 dias). A veces esta intoxicacion se
produce por la absorcién de cantidades pequefas de agente toxico pero, ante las
sucesivas exposiciones, se produce acumulacion en algun érgano o tejido. No
suele manifestarse (estado subclinico) hasta que llega el momento en que, por un
estado fisiologico mas bajo o un posible movimiento del agente toxico, se
manifiesta a largo plazo. Generalmente, esto suele ocurrir en nuestros dias con el
uso de plaguicidas, ciertos compuestos quimicos y por efecto de la Contaminacion
Ambiental (63) (64).

2.7.5. TOXICIDAD RECIDIVANTE

Conducen al individuo a un estado de carencia biologica cada vez mayor que va
mermando su capacidad de recuperacién de manera que su restitucién es cada

vez mas deficiente (64).
2.8. BASES PARA LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

El objetivo de los estudios de toxicidad es evaluar el riesgo o peligro potencial que

un agente quimico o fisico puede ocasionar sobre la salud humana cuando es
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objeto de exposiciones agudas o crénicas. Podria definirse la evaluacion de la
toxicidad como el estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos
ocasionados por agentes quimicos o fisicos sobre la estructura y funcion de los
sistemas vivos y la aplicacion de estos estudios para la evaluacion de la seguridad
y la prevencion de danos al hombre. Uno de los requisitos que se exige en la
investigacion de productos naturales, es comprobar el grado de toxicidad que el

producto pudiera producir (64) (25).
2.9. PRUEBAS TOXICOLOGICAS

VIiA DE ADMINISTRACION

Las sustancias quimicas pueden ser introducidas en el complejo organismo
biolégico por varias vias, las propiedades quimicas y fisicas de cada compuesto
determinan sustancialmente la via por la que tiene lugar la exposicion intencional o
accidental, un agente solido, en contraste con un agente muy volatil, requerira
especiales procedimientos para ser administrado a un animal por via distinta a la
oral. Particularmente las vias oral y/o respiratoria, son las vias mas adecuadas y
mas comunes para la exposicion no intencional a sustancias quimicas, mientras
que el uso de técnicas de inyeccidn puede ser la via mas conveniente para la

administracion intencional de compuestos a animales “que no cooperan” (64).

VIA ORAL

La via oral es una de las vias mas importantes por las que ingresan las sustancias
quimicas en el organismo. En el tracto gastrointestinal de los animales las
sustancias quimicas solo pueden producir un efecto en la superficie de las células
mucosas que revisten dicho tracto a menos que tenga lugar la absorcién desde el
mismo.

La toxicidad de las sustancias quimicas administradas por via oral puede variar
segun la frecuencia con que lo son y segun en qué condiciones se hace, es decir,
si son mezclas con alimentos a administradas a un estbmago vacio.

Existen experimentos los cuales reportan que la toxicidad de un medicamento
administrado por sonda oral puede ser considerablemente diferente del mismo
medicamento administrado mezclado con la racién, asi como que la toxicidad
aguda es mayor en las ratas en ayunas que en las que no la estaban.

La administracién oral de sustancias quimicas que son rapidamente adsorbidas en

el tracto gastrointestinal debera teéricamente exponer el higado a concentraciones
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del agente que no puedan obtenerse por otras vias de administracion. Ademas, si
un compuesto entra en el ciclo entero hepatico, por lo menos una parte del mismo

debera localizarse en los 6rganos implicados en este ciclo (25).

SELECCION DE DOSIS

La dosis inicial se determina mediante experimentacién, tomando primero una
dosis que no manifiesta efecto alguno en los animales. En los siguientes grupos de
animales la dosis debera aumentarse a razon de un multiplo constante hasta que
la dosis administrada alcance un nivel suficiente elevado para producir severos

signos de intoxicacion o muerte en los animales.
2.10. ASPECTOS GENERALES DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

HISTOLOGIA

La anatomia patologica es uno de los pilares basicos en los que se asienta El
término histologia significa “estudio de los tejidos”, la histologia es una ciencia
ampliamente visual que se basa en el microscopio para mostrar las células, tejidos

y subestructuras de 6rganos (65).

METODOS HISTOLOGICOS
La histologia se clasifica como una sub disciplina de la anatomia, ya que sus
métodos incluyen division de los érganos y tejidos en cortes y su preparacion para

el examen microscoépico y Analisis quimico estos métodos se dividen en:

MICROSCOPIA: el proposito de los métodos histologicos es el analisis de las
muestras histolégicas con la ayuda del microscopio. Los diversos tipos de
microscopio se clasifican en dos grupos principales, microscopio de luz y

microscopio electrénico (66).

TECNICA HISTOLOGICA: Es un conjunto de pasos a seguir para la obtencion
de preparados histolégicos aptos para su estudio mediante el microscopio 6ptico.
(65). En la tabla N° 3 se muestra un resumen de los pasos y los medios usuales

utilizados en preparados histologicos.
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TABLA N° 4
RESUMEN DE LOS PASOS PARA UN PREPARADO HISTOLOGICO

PASO OBJETIVOS MEDIOS USUALES
OBTENCION Promover el material para e Biopsia
su estudio al microscopio e Reseccidn
quirurgica
e Autopsia
FIJACION e Preservar el material e Formolal 10 %
e Evitar la autolisis e Bouin
e Eliminar los e Glutaraldehido
) microorganismos
INCLUSION Embeber el material en un e Parafina
medio facil de cortar en e Acrilicos
fetas muy delgadas e Resina epoxi
CORTE Lograr laminas muy e Micrétomo rotatorio

e Micrétomo de

delgadas que sean . )
g g deslizamiento

atravesadas por la luz e ultra micrétomo
COLORACION Visualizar los tejidos e Hematoxilina —
Identificar moléculas en eqsma .
e Tricromicos
ellos e Histoquimica

FUENTE: Magarifios (65).

1) OBTENCION DEL MATERIAL: Se efectia mediante biopsia, necropsia.

e Biopsia: consiste en tomar un trozo de tejido de un ser vivo.
Este procedimiento de uso frecuente en medicina requiere el mismo
cuidado de asepsia, antisepsia, etc., que se utiliza en todo acto quirurgico
menor 0 mayor.

e Necropsia: es el procedimiento en el cual se extrae material

de un cadaver

2) FIJACION: una vez obtenido el material que se desea estudiar por
cualquiera de los procedimientos descriptos se procede a su fijacion con lo

que se evita la destruccion o lisis celular. Es un proceso fisico -quimico complejo
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por el cual se mantiene a las estructuras organicas en el estado mas parecido al
gue poseian en vida.
Los objetivos de la fijacion son:
¢ Mantener las estructuras en el estado mas parecido al que poseian in vivo.
Evitar la lisis celular y la proliferacion bacteriana
e Dar cierta solidez o dureza al tejido o material. La fijacion detiene los
procesos vitales pero en ciertas condiciones mantiene las actividades
de algunos componentes moleculares, por ejemplo la actividad de algunas

enzimas (65).

TIPOS DE FIJADORES
» Fisicos:
Por ebullicion.
Por congelacion: bajas temperaturas de —-190 °C a 70 °C (Nitrégeno
liquido, didxido de carbono) permiten excelentes fijaciones.

e Quimicos: se usan soluciones simples como alcoholes (etanol o metanol
que pueden fijar células en extendidos) y formol al 10 %. EI formol es
una solucion  de aldehido féormico al 40 % enagua destilada.
De esta solucion se toman 10 mly se le agregan 10 ml de agua destilada
(10 %).

e Se puede agregar a esta solucibn acetato de calcio, el que
evita la oxidacion del aldehido formico o acido férmico. El formol
puede disolverse al 10 % en buffer de fosfato en

lugar de agua destilada para mantener el pH a 7.4 (66).

Mezclas fijadoras: se usan diferentes fijadores en
una sola mezcla para facilitar la fijacion de ciertas estructuras. Ej.: liquidos
de Bouin, Zenker. etc.

* Relacién del volumen del tejido afijarse con el volumen del fijador: es
necesario quelos trozos afijarsean de un espesor no mayor de 0.5 mm.
Para una buena fijacibn es necesario que la relacién volumen del tejido
volumen del fijador sea de 1/40.

* Lavado: después de la fijacion el tejido debe ser convenientemente lavado con

agua o bien con otras sustancias que eliminan restos de fijadores especiales.
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3) DESHIDRATACION: se coloca la muestraen alcoholes de concentracion
creciente para eliminar el agua que contenga ya que la parafina no es miscible
con agua. Se utiliza etanol 70 %, 80 %, 96 % y 100 %.

4) ACLARACION: son solventes que producen transparencia en los tejidos,
ademas de solubilizar la parafina. Entre ellos se encuentran. Xilol, toluol, acetona,

benceno. El mas usado es el Xilol.

5) INCLUSION EN PARAFINA: la parafina es una mezcla de hidrocarburos
saturados que tienen diferentes puntos de fusion. Parafina blanda funde a 44 —
48°C y la parafina dura a 56 — 58°C.

La parafina se pone en estufa de cultivo a unos grados por
encima  de su punto de fusion.  Se sumerge la muestra, se lleva a estufa unos
minutos paraque la parafina penetre en los tejidos. Luego se enfria

bruscamente colocando el recipiente en hielo.

6) CORTE: se realizamediante el uso del microtomo. EI micrétomo
de congelacion permite cortar el tejido después de fijarlo por frio,
congela con dioxido de carbono y lo endurece para que luego pueda ser cortado.
Es un método rapido y por eso se usa para el diagnostico de biopsias obtenidas
en el acto quirdrgico para que el cirujano proceda segun este informe. Se lo
usa también para visualizacion de lipidos y es muy util en el estudio de tejido
nervioso Los micrétomos para corte incluidos en parafina son: el de deslizamiento,
en el que la cuchilla es movil y el tejido que se corta esta fijos y el tipo Minot, en el
que el tejido se moviliza y la cuchilla esta fija. Los cortes pueden tener un espesor

de 4 a 100 mm o mas, segun los tejidos que se deseen estudiar.

7) COLOCACION SOBRE PORTAOBJETO: Efectuados los cortes se colocan en
agua tibia para que se extiendan y luego se recogen con un pincel y se los

extienden en el portaobjetos y se dejan secar para su posterior coloracion.

8) ACLARAMIENTO: se debe extraer todo la parafinadel tejido vy

aclararlo nuevamente. Se utiliza Xilol.
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9) HIDRATACION: se debe hidratar el tejido ya que la mayoria de los colorantes
son de base acuosa. Para ello se coloca el portaobjeto en soluciones de etanol
de concentraciones decrecientes. Etanol 100 %, 96 %, 80 %, 70 % vy
Agua destilada

10) COLORACION: es un completo complejo fisicoquimico que le confiere color
a los tejidos durante tiempos prolongados. Las moléculas de colorantes tienen un
grupo que es el que le confiere el color: croméforo y otro que lo fija auxocromo.
Los colorantes son sales pero se los clasifica en:
- Basicos: en donde la molécula de sal que colorea es la base como por ejemplo
el azul de toluidina, azul de metileno, hematoxilina;

Acidos: donde la molécula de sal que colorea es el acido como por ejemplo
la eosina - neutros: donde las dos partes de la solucion salina proporcionan color,

es un ejemplo de esta el eosinato de azul de metileno (65).

2.11 PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

2.11.1. METODOS DE INDUCCION DE ULCERAS GASTRICAS:

La utilizacién de modelos animales de ulceras gastricas ha ayudado a comprender
la complejidad y causa multifactorial de ulceras gastroduodenales. Hay varios
modelos que han sido desarrollados. La mayoria estan enfocados para hacer dafio
agudo. Se puede utilizar varias sustancias necrotizantes como etanol, acidos o
bases fuertes, AINES, isquemia a través de clampar las arterias gastricas y
posterior re perfusion; o por estimulos estresantes (22). El uso de modelos agudos
de dafio gastrico se ha visto en la investigacion de sustancias gastrolesivas y
gastroprotectoras, y ademas para estudiar los mecanismos responsables para la
induccidn de ulceras gastricas (41). Cuando se quiere analizar el dano gastrico por
sustancias necrotizantes el efecto dafino debe ser evaluado a nivel local en la
mucosa gastrica. Razén por lo cual hay que administrar la sustancia utilizando una
canula. Los AINES mas utilizados para inducir ulceras gastricas son Aspirina y la
Indometacina. Los dos causan dafio local, sin embargo la Indometacina, y los otros
AINES, pueden provocar ulceras gastricas por mecanismos sistémicos por medio
de la inhibicion de la sintesis de las prostaglandinas, que perjudiquen la
microcirculacién a nivel de la mucosa gastrica y promueven la adhesion de
neutréfilos a las células endoteliales (67). La Indometacina fue de los primeros

AINES utilizados para la induccion de ulceras gastricas por su mayor potencial
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ulcerogénico. El modelo de Indometacina utiliza una dosis de 20 a 40 mg/kg de
peso en ratones produciendo multiples ulceras gastricas luego de 6 horas
aproximadamente (12). En otro estudio con ratas se utiliza una dosis de
Indometacina de 6 ymol/kg administrada por canula gastrica por 14 dias y luego
sigue por siete dias mas junto con un medicamento anti ulceroso para ver su

efecto cicatrizante (22).
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GLOSARIO DE TERMINOS

ANTIULCEROSO: Farmacos que bloquean la secrecién de Acido Clorhidrico y
facilitan la reparacion de la ulcera gastrica y duodenal (68) (69).

ANTIACIDO: evita o neutraliza el exceso de acidez (69).

ACIDEZ: Es la cualidad de acido, aquello que tiene sabor como de agraz o
de vinagre. Cuando se produce un exceso de acido en el estdmago,
la persona sufre de acidez, un malestar que afecta varios aspectos de la vida
(69).

ANTIINFLAMATORIO NO ESTEROIDEOS (AINES): son sustancias quimicas
con efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético por lo que reduce los
sintomas de la inflamacion, alivia el dolor y la fiebre respectivamente. El
término no esteroideo se refiere a que los efectos clinicos son similares a los
de los corticoides pero no las acompafan las consecuencias secundarias que
caracterizan a los esteroides (68) (69).

DISPEPSIA: Trastorno de la digestion que aparece después de las comidas y
cuyos sintomas mas frecuentes son nauseas, pesadez y dolor de estémago,
ardor y flatulencia (69).

DOSIS: Cantidad de sustancia que se absorbe en 24 horas expresada con
relacion a kilogramos de peso corporal (68).

EXUDADO: Es liquido que se filtra desde los vasos sanguineos hacia los
tejidos cercanos. Este liquido estd compuesto de células, proteinas y
materiales solidos. ElI exudado puede supurar a partir de incisiones o de zonas
de infeccion o inflamaciéon. También se conoce como pus (68).

GASTRINA: Hormona secretada por la mucosa del estbmago que estimula la
secrecion del jugo gastrico (48).

Helicobacter pylori: Es una bacteria que infecta el epitelio gastrico humano.
Muchas Uulceras y algunos tipos de gastritis se deben a infecciones
por H. pylori. En muchos casos, los sujetos infectados nunca llegan a
desarrollar ningun tipo de sintoma (68) (69).

PEPSINOGENO: es una pro enzima, precursora de la pepsina. Es secretada
por las células principales o zimogénicas, halladas en las glandulas fundicas u
oxinticas del estdmago, que se encuentran principalmente en el cuerpo y fondo
del mismo (68) (69).

TOXICIDAD: Es la capacidad de una sustancia de causar algun efecto nocivo

sobre organismos vivos que depende de la cantidad administrada o absorbida,
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via de ingreso al organismo, distribucion a lo largo del tiempo después de su
administracion, naturaleza y severidad del dafio producido, tiempo necesario
para producir el efecto (63).

TOXICO: Es el agente que puede producir un efecto adverso, dafio referido a la
estructura y funcidon del sistema, donde la introduccion puede ser deliberada
(efluentes) o accidental (derrames). La cantidad liberada debe superar un nivel
de umbral para que se manifieste el efecto. Se establece la relacidon
concentracion / respuesta, duraciéon de la exposicion por medio de Ensayos de
toxicidad (68) (63).

TOXICIDAD AGUDA: La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los
efectos de una dosis Unica y muy elevada de una sustancia. Usualmente, el
punto final del estudio es la muerte del animal y la toxicidad aguda se expresa
por la dosis letal 50, que viene a representar mas o menos la dosis de la
sustancia que produce la muerte en el 50% de los animales (68) (63).

TOXINA: Sustancia toxica producida en el cuerpo de los seres vivos por la
accion de los microorganismos (63).

ULCERA PEPTICA (UP): Una Ulcera es toda lesion de la piel o membrana
mucosa con forma crateriforme (forma de un crater, al perderse parte del tejido)
y con escasa o nula tendencia a la cicatrizacion.

Una ulcera péptica o ulcus péptico es aquella que afecta la mucosa que
recubre el estbmago o el duodeno (69).

XENOBIOTICOS: Es todo compuesto quimico que no forme parte de la
composicion de los organismos vivos. Suelen ser contaminantes
(concentracion en exceso) de determinados ambientes y generalmente ejercen
algun tipo de efecto sobre los seres vivos, aunque no tengan toxicidad aguda
(68).
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3.1.
3.1.1.

3.1.2.

3.2.
3.2.1.

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

MATERIALES BIOLOGICOS
MUESTRA VEGETAL

Corteza de Triumfetta bogotensis (Rata - Rata)

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Ratas albinas hembras raza Holtzman (Anexo N°2)

Ratones albinos raza Mus musculus (Anexo N°2)

. FARMACOS EMPLEADOS

Ranitidina (300 mg) como patrén 100 mg/Kg. de peso.

Indometacina como agente ulcerogénico 80 mg/Kg. de peso.

MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
MATERIALES DE CAMPO

Tijeras de podar
Bolsas de polietileno
Bolsas de papel craft
Papel peridédico
Cuaderno de campo
Lapiz, marcador
Etanol 96°

Rociador

Balanza

. MATERIALES DE LABORATORIO

Baguetas.
Lunas de reloj.
Placas Petri.

Goteros.
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Embudos.

Tubos de ensayo.

Vasos precipitados de 50, 100, 200 y 500 mL.
Matraz Erlenmeyer 100 mL.

Porta y cubre objetos.

Papel filtro.

Jeringa descartables

Guantes

Barbijos

. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO

Rotavapor

Cocinas eléctricas

Horno o estufas

Microscopio 6ptico (Leika- Aleman)
Microtomo

Balanza de platillo y digital

Lupa

Gradilla

Molino de grano

Tamiz

. REACTIVOS

Ninhidrina 10 % (Merck)

Solucion de lugol (Merck)
Ferrocianuro de potasio (Merck)
Reactivo de Dragendorft

Reactivo de Burchard

Reactivo de Lieberman - Burchard
Reactivo de Benedit

Reactivo de Fehling

Reactivo de Barfoef

Reactivo de Tollens
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Reactivo de Molish

Reactivo de Mayer

Reactivo de Baljet

Reactivo de Legal

Cloruro férrico

Colorante de hematoxilina-eosina

Hidroxido de potasio al 5 %,y 2 N

. SOLVENTES

Hexano (Peru Quimicos)

Bencina

Benceno

Eter etilico

Acetona

Cloroformo (Peru Quimicos)

Etanol 40 %, 50 %, 60 %, 70 % y 80 % 96 %
Metanol

Formol 40 % (Peru Quimicos)

Agua destilada

Solucidn salina 0.9 %

. OTROS MATERIALES

Jaulas

Sonda metalica para administracion peroral
Equipo de diseccion para cirugia menor
Malla para Secar

Algodon

Detergentes

Alfileres

Tablas de tecnopor

Antisépticos
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3.3.

LUGAR DE EJECUCION:

Laboratorio De Quimica De La Universidad Nacional San Antonio Abad Del
Cusco
Laboratorio De Farmacologia De La Universidad Nacional Mayor De San
Marcos
Laboratorio De Patologia De La Universidad Nacional Mayor De San

Marcos
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3.4. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.4.1. DISENO METODOLOGICO
3.4.1.1. TIPO DE ESTUDIO

Para la determinacion de la evaluacion del efecto antiulcerosa se realizé un
estudio cuasi experimental (puesto que se analizé6 una variable independiente
(Dosis del extracto hidroalcohdlico al 70 %) que afecta a la variable dependiente
(efecto antiulceroso), prospectivo (la investigacion se realizé en tiempo actual y la
informacion se registré segun vayan ocurriendo los fendmenos.), transversal (la
investigacion se desarrollé en un momento Unico, haciendo un corte en el tiempo);
orientado a demostrar el probable efecto antiulcerosa del extracto.

Para la determinacion de la toxicidad aguda se realiz6 un estudio cuasi
experimental (ya que los sujetos de experimentacion fueron asignados al azar),
prospectivo (por el tiempo de ocurrencia de los hechos), longitudinal (por el
periodo y secuencia del estudio); orientado a demostrar la probable toxicidad en
animales de experimentacion en un periodo de 7 dias administrando por via oral

unica dosis del extracto en distintos grupos de trabajo.
3.4.2. SUJETOS DE EXPERIMENTACION

e Se utilizaron ratas hembras de la raza Holtzman de 2 meses de edad con
un peso aproximado de 180 - 250g. Para la evaluacion del efecto
antiulcerosa.

e Se utilizaron ratones de la raza Mus musculus de 2 meses de edad con un

peso de 24 g para la evaluacion de la toxicidad aguda.
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL

A.- DISENO EXPERIMENTAL DEL EFECTO ANTIULCEROSO

Gl X1 o1
G2 X2 02
G3 X3 03
G4 X4 04
G5 X5 05
G6 X6 06

3.5.1. CODIFICACION

G: Grupo de animales de experimentacion.

X: Dosis del extracto

O: Medicion de la prueba (ulcera).

DONDE:

G1: Grupo control formado por 5 ratas (Solucién fisiolégica)

G2: Grupo patron formado por 5 ratas (Ranitidina).

G3 - G6: Grupo A, Grupo B, Grupo C, Grupo D, compuestos por 5 ratas, cada uno
sometido a diferentes dosis del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de
Triumfetta bogotensis

X1: Suero fisiologico de 4 mL/kg.

X2: Ranitidina 100 mg/Kg.

X3: 100 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis

X4: 200 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis

X5; 300 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis

X6: 500 mg/Kg del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis.

01, 02, O3, 04, 05, 06: Medicidon y observacion de la prueba.
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B.- DISENO EXPERIMENTAL

DE TOXICIDAD AGUDA PARA
DETERMINACION DE LA DL s, POR EL METODO DE VEGA Y CARRILLO

Los 11 grupos de la pre prueba

LA

estaran formados por dos animales de

experimentacion segun la tabla del método de Vega y Carrillo

X Oz O43 Oz Ozs Os6 Os7 Oes Org
Xs O3 O14 Oz Oz Os47 Osg Os9 Osgo
Xe Os O15 Oz Osz7 Oss Osg O70 Osy
Xs Os Ot Oz7 Oz Os9 Ogo O71 Os2
Xe O O17 Oz Oz9 Osp Op1 O72 Oss
X7 O7 O Oz Os Os1 Op2 O73 Oss
Xg Os O19 Oz O41 Osz Oez O74 Ogs
X9 Oy Oz Oz1 Og2 Os3 Oes Oz5 Ogs
Xio Ot Oz Oz Os3 Oss Oes Oz6 Opr
Xi1 O11 Oz Osz3 Oss Oss Oss O77 Oss
CODIFICACION

G: Grupo de animales de experimentacion.

X: Dosis del extracto

O: Medicion de la prueba (toxicidad aguda)

DONDE:

G1 Gy, Gz, Gy, G5 Gg, G7, Gg, Gy, G1o, G11: Grupos experimentales formados por 2

ratones.

e X;: Dosis de 500 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la

corteza de Triumfetta bogotensis (rata rata).

e Xy: Dosis de 1000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la

corteza de Triumfetta bogotensis.
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Xs: Dosis de 3000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

X4: Dosis de 5000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

Xs: Dosis de 7000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

Xe: Dosis de 9000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

X7: Dosis 11000 mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

Xg: Dosis de 13000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

Xg: Dosis de 15000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

X40: Dosis de 20000 mg/kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis.

X11: suero fisiolégico 4ml /Kg.

O4, Oy, O3, O4, 05 O O7, Og, Oy, O19, O11: Observacion del efecto toxico
agudo o muerte a los 5 minutos.

O12 043014015046017015, 049020 Oz1 Og: Observacion del efecto toxico
agudo o muerte a los 10 minutos.

023024,025026027028029030 O3103,033: Observacion del efecto toxico agudo
o muerte a los 15 minutos.

034035036037038039040 041042,043044: Observacion del efecto toxico agudo
o muerte a los 30 minutos.

045046047048049050 O5105,053054055: Observacion del efecto toxico agudo
o muerte a los 60 minutos.

056057058059060 O51062063064065066: Observacion del efecto téxico agudo
o muerte a las 2 horas.

067068069070071072073074075076077: Observacion del efecto toxico agudo
o muerte a las 6 horas.

075079080 Og105,0530354055 Og603570ss: Observacion del efecto toxico agudo

o0 muerte a las 24 horas.
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3.6. VARIABLES IMPLICADAS
3.6.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

DOSIS DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE
Triumfetta bogotensis (RATA - RATA).

DEFINICION CONCEPTUAL: Se define como la cantidad de extracto en mg/Kg de
peso corporal obtenido por maceraciéon con etanol al 70 % que posee una
composicién quimica que le proporciona una accion farmacolégica util en
terapéutica (17).

DEFINICION OPERACIONAL:

e TIPO DE VARIABLE : Independiente

¢ NATURALEZA : Cuantitativa

e FORMA DE MEDICION : Directa

e ESCALA : Razén

e INDICADOR : Cantidad de dosis administrada.
e INSTRUMENTO : Balanza analitica

e UNIDAD DE MEDIDA : mg/Kg

e EXPRESION FINAL : mg/Kg de peso

3.6.2. VARIABLES DEPENDIENTES

A.- EFECTO ANTIULCEROSO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 %
DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA-RATA) EN RATA ALBINA.

DEFINICION CONCEPTUAL: Es la capacidad que tiene una sustancia de prevenir
y proteger la mucosa gastrica contra sustancias lesivas que irritan y causan
Ulceras sobre la mucosa (69).

DEFINICION OPERACIONAL: El efecto antiulceroso fue medido, mediante el
grado de lesion de la mucosa gastrica producidas por induccién con indometacina
luego de la administracion del extracto hidroalcohdlico al 70 % de las cortezas de
Triumfetta bogotensis (Rata rata) a las diferentes dosis expresadas en porcentajes

mediante una observacion macroscopica y microscopica. (1) (46)

e TIPO DE VARIABLE : Dependiente
e NATURALEZA : Cuantitativa
e FORMA DE MEDICION : Directa

e ESCALA : Razén
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e INSTRUMENTO : Regla milimetrada, lupa, microscopio

e INDICADORES . Determinacion del grado de lesion de la
mucosa gastrica. Se determind macroscopicamente por observacién con una
lupa y medidos con una regla milimetrada; microscépicamente a través del
microscopio se observo las lesiones.

e UNIDAD DE MEDIDA : Numero de lesiones producidas expresado en
porcentaje de inhibicion ulcerosa

e EXPRESION FINAL : Porcentaje de inhibicién ulcerosa.

B.- TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA
CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA-RATA) EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

DEFINICION CONCEPTUAL:

Es la capacidad de una sustancia de ser directamente mortal cuando se administra
una sola vez en 24 horas a seres vivos produciéndoles la muerte. La toxicidad
aguda se manifiesta con la dosis letal media (DL50) (64) (63).

DEFINICION OPERACIONAL: La toxicidad aguda se midid, mediante la
observacion y conteo de ratones vivos y muertos luego de la administracion del
extracto hidroalcohdlico al 70 % de las cortezas de Triumfetta bogotensis (Rata-

rata) a las diferentes dosis.

e NATURALEZA : Cuantitativa

e FORMA DE MEDICION : Directa

e INDICADOR : Efecto Nocivo/ concentracion

e ESCALA : Razén

e INSTRUMENTO : Visual.

e UNIDAD DE MEDIDA : Ndmero de animales muertos.

e PROCEDIMIENTO . Observaciéon de los diferentes signos vy

sintomas durante las primeras 24 horas después de la administracion de los
extractos hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis (rata
- rata)

e EXPRESION FINAL . porcentaje de animales muertos respecto a los

animales vivos.
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3.6.3. VARIABLES NO IMPLICADAS
3.6.3.1. DE LA PLANTA EN ESTUDIO

e Estadio de crecimiento: Se recolectaron las cortezas de Triumfetta
bogotensis (Rata rata).

e Altitud de recoleccion: Se recolectaron en el Distrito de Huayopata a 1800
msnm. En el departamento del Cusco.

e Temporada de recoleccidn: Se recolectaron en los meses de septiembre y
octubre del 2016.

3.6.3.2. DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

e Sexo: Se utilizaron animales: Ratas Hembras para el efecto antiulceroso.
Ratones para la toxicidad aguda.
e Peso: Variable de sujeto que se define como la masa que presenta cada
unidad experimental. Se utilizaron animales con un peso promedio de: 180
— 250 g para el efecto antiulceroso y ratones con un peso de 24 g para la

determinacion de la toxicidad aguda.
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3.8. CRITERIOS DE SELECCION (INCLUSION Y EXCLUSION)

3.8.1. DEL MATERIAL VEGETAL

SE INCLUYEN: muestras de cortezas de Triumfetta bogotensis sin dafo aparente,
libre de parasitos, contaminacion.
SE EXCLUYEN: Muestras de corteza en mal estado, dafadas, secas, o con

ataque de bacterias, hongos, plagas, etc.

3.8.2. DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

SE INCLUYEN:
e Animales de experimentacion ratas hembras de la raza Holtzman de 2

meses de edad, con un peso promedio de 180 -250 g para el estudio anti
ulceroso.

e Se incluyeron ratones albinos machos de la raza Mus musculus de dos
meses de edad con un peso promedio de 24 g para el ensayo de toxicidad

aguda.

SE EXCLUYEN:

e Animales de experimentacion machos y hembras que posean alguna
enfermedad, que sobre pase el promedio o con bajo peso.

e Se excluyeron ratones albinos de bajo peso o sobrepasen el margen

establecido, con alguna enfermedad.
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3.9. PROCEDIMIENTOS:
3.9.1. FLUJOGRAMA DE TRABAJO DE INVESTIGACION

[ Recoleccion e Identificacion de la planta J

.

[ Separacion de la corteza de Triumfetta bogotensis

\ 4
|-

L Molienda y tamizado

\ 4

[ Maceracioén en etanol al 70 % J

v

[ Evaporacion y concentracion del extracto Determinacion del porcentaje de
extraccion

Pruebas de solubilidad Obtencion del extracto Estudio fitoquimico cualitativo
hidroalcohadico al 70 %

Resultados e
interpretacion [ Resultados e J

interpretacion

L Determinacion de la Toxicidad
Determinacion del efecto Aguda
antiulceroso
Resultados e Rtesultafos_ ’e
interpretacion iierprelacion
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3.9.2. MUESTREO Y PREPARACION DEL VEGETAL
3.9.2.1. RECOLECCION:

La zona de recoleccion fue el Distrito de Huayopata (Localidad de Sicre),
departamento del Cusco, que se encuentra a unos 1800 m.s.n.m. La muestra
vegetal fue recolectada durante las primeras horas de la manana en bolsas de
papel con etanol de 96°, con el fin de evitar la degradacién enzimatica de los

metabolitos secundarios.
3.9.2.2. SELECCION

El material colectado fue cuidadosamente seleccionado, tomando en cuenta que
las ramas estén libres de particulas de polvo, manchas, insectos y hongos de

donde se sacara la corteza.
3.9.2.3. SECADO

Se secd en mallas de plastico, en un area ventilada y sombreada, a temperatura

ambiente por un lapso promedio de 1 mes.
3.9.2.4. MOLIENDA

Se realiz6 con el fin de transformar el material vegetal en un polvo fino, utilizando
un molino de granos, limpio y seco, previa desinfeccidén con etanol. Ello con el fin
de que la muestra tenga el mayor contacto con el solvente en el proceso de

maceracion.
3.9.25. TAMIZADO

Después de la molienda se tamizé la muestra en una malla nimero 3. Finalmente
el material vegetal se coloca en frascos oscuros debidamente rotulados con el

nombre de la planta y fecha de maceracion.
3.9.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD (H)

Para determinar el porcentaje de humedad se utilizO el método gravimétrico,

determinando la pérdida de agua por desecacion en una estufa.
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La determinaciéon del porcentaje de humedad se realizé por triplicado, en placas
Petri con 5 g de muestra fresca (corteza de rata rata), trozados en piezas
pequefias, las cuales fueron introducidos a la estufa a una temperatura de 110°C
por 2 horas, hasta obtener la muestra de peso constante, para luego determinar el

porcentaje de humedad mediante la siguiente relacién.
PMF —PMS
— X

%H =
HH PMF

100

Doénde:

¢ % H: Porcentaje de humedad.
PMF: Peso de muestra fresca.
¢ PMS: Peso de muestra seca.

3.9.4. EXTRACCION

Se eligid el método de maceracion simple, en la cual el material vegetal esta en
contacto con un volumen de solvente durante un periodo de tiempo determinado.
En una proporcion de 1:10

Pulverizada la corteza de Triumfetta bogotensis (rata - rata), la cual se someti6 a
maceracion con el solvente etanol 70 % con agitacién constante, por un periodo de
15 dias a temperatura ambiente. Posteriormente fueron filtrados cada 3 dias, hasta

llegar a agotamiento.

OBTENCION DEL EXTRACTO

Los filtrados obtenidos se concentraron hasta la tercera parte de su volumen en un
rota vapor luego este volumen se concentré hasta sequedad en estufa a 40 °C
para finalmente obtener el extracto, en el cual se realizd las pruebas fitoquimicas,

de solubilidad y farmacologicas.
3.9.5. PORCENTAJE DE EXTRACCION O RENDIMIENTO

El porcentaje de rendimiento de la especie se calculé con la siguiente expresion:

PF
%EES = I x 100

Dénde:
o %EES = Porcentaje de extraccion del extracto seco.
e PF =Peso final del extracto seco.

e Pl =Peso inicial de la muestra seca molida. (16)
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3.9.6. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para realizar la prueba de solubilidad se tomaron aproximadamente 100 mg del
extracto de la planta en diferentes tubos de ensayo, luego se agregé 1mL del
solvente de diferentes polaridades (desde los mas apolares hasta los mas
polares). (16) (17) Los solventes para las pruebas de solubilidad que se usaron

fueron:

TABLA N° 6
SOLVENTES UTILIZADOS PARA LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

solvente
Agua destilada
Metanol
Etanol 40%
Etanol 50 %
Etanol 60 %
Etanol 70 %
Etanol 80 %
Acetona
Eter etilico
Benceno
Cloroformo
Hexano

FUENTE: Villar, Bruneton (17) (70)

3.9.7. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

El extracto obtenido se someti6 a pruebas fitoquimicas cualitativas para la
identificacion de los grupos de metabolitos primarios y secundarios.

Para ello se utilizaron pruebas de coloracion y precipitacion, para la identificacion
de dichos metabolitos en el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de

Triumfetta bogotensis (Rata - Rata) como se muestra a continuacion:
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TABLA N°7

PRUEBAS DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

METABOLITOS REACTIVO
SECUNDARIOS
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Almidon Lugol
Aminoacidos Ninhidrina
Antocianinas Amoniaco
Compuestos fendlicos | Cloruro férrico al 5%
Flavonoides Shinoda
Grasas y aceites Ensayo de sudan
Glicosidos Benedict
Fehling AyB
Gomas Acetato basico de
plomo
Lactonas Ensayo de baljet
Mucilagos Acetato neutro de
plomo
Quinonas Borntrager
Saponinas Espuma
Taninos Gelatina — sal
Triterpenoides Lieberman- Burchard

FUENTE: Villar, Bruneton. (17) (70)

3.9.8. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIULCEROSO DE Triumfetta
bogotensis “Rata - Rata” EN ULCERAS INDUCIDAS POR
INDOMETACINA EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

3.9.8.1. FUNDAMENTO TEORICO

Los AINES mas utilizados para inducir Ulceras gastricas son Aspirina y la
Indometacina. Sin embargo la Indometacina, y los otros AINES, provocan ulceras
gastricas por mecanismos sistémicos por medio de la inhibicion de la sintesis de
las prostaglandinas, que perjudiquen la microcirculacion a nivel de la mucosa
gastrica y promueven la adhesion de neutrofilos a las células endoteliales (67). La
Indometacina fue de los primeros AINES utilizados para la induccion de ulceras
gastricas por su mayor potencial ulcerogénico. El modelo de Indometacina utiliza
una dosis de 20 a 40 mg/kg de peso en ratones produciendo multiples ulceras
gastricas luego de 6 horas aproximadamente (12). En otro estudio con ratas se
utiliza una dosis de Indometacina de 6 ymol/kg administrada por canula gastrica
por 14 dias y luego sigue por siete dias mas junto con un medicamento anti

ulceroso para ver su efecto cicatrizante (22).
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A. MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 30 ratas hembras de raza Holtzman con un peso promedio de 180 -
250 g, de dos meses de edad. Los animales se mantuvieron en ayunas durante
24 h antes de comenzar el experimento, dejandolos unicamente con agua ad
libitum. (1)
B. PATRON
¢ Ranitidina 300 mg (comprimido): 100 mg/kg.

C. AGENTE ULCEROGENICO
Para la produccién de las ulceras se utilizé indometacina QP, se disolvié en
propilenglicol la cantidad necesaria de indometacina para administrar una dosis de
80 mg/Kg.
D. DESCRIPCION DE LA TECNICA
El material biolégico se distribuye aleatoriamente en 6 grupos de 5 animales cada
uno de la siguiente forma.

TABLA N° 8

DISTRIBUCION DE LAS RATAS PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIULCEROSA EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

DOSIS
GRUPOS TRATAMIENTOS DOSIS INDOMETACINA
GRUPO Solucién de suero fisioldgico
CONTROL 4 mL/ kg 80 mg/Kg
GRUPO Ranitidina + indometacina
PATRON 100 mg/kg | 80 mg/Kg
Extracto Hidroalcohdlico al 70
% de la corteza de Triumfetta
GRUPO A bogotensis + Indometacina 100 mg/kg | 80 mg/Kg
Extracto Hidroalcoholico al 70
0 .
GRUPO B éo de la c_orteza de Triumfetta 200 mg/Kg 80 mg/Kg
ogotensis
+ Indometacina
Extracto Hidroalcohodlico al 70
% de la corteza de Triumfetta
GRUPO C bogotensis + Indometacina 300 mg/Kg | 80 mg/Kg
Extracto Hidroalcoholico al 70
% de la corteza de Triumfetta
GRUPO D bogotensis + Indometacina 500 mg/Kg | 80 mg/Kg

FUENTE: Método de Lee en Arroyo Acevedo J. (1)
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E. PROCEDIMIENTO

e Se aclimataron a las ratas por dos dias en jaulas metalicas con viruta de
madera; en condiciones estandares de iluminacion y temperatura, para
eliminar el efecto del estrés, con alimentos y agua a libertad.

e Se utilizaron 30 ratas de la cepa Holtzman (180-250 g), los cuales se
pesaron, codificaron y randomizaron en grupos, minimo de 5 ratas por
grupo, teniendo en cuenta el disefo de la tabla N° 8

e Treinta minutos después de la administracion del extracto de Triumfetta
bogotensis “Rata- Rata”, Ranitidina y suero fisiologico se le administra
Indometacina disuelta en propilenglicol en una dosis de 80 mg/Kg peso del
animal de experimentacion.

e Los animales se sacrificaron 8 h después y los estdbmagos se abrieron por
la curvatura mayor.

e Se lavo cuidadosamente con una corriente suave de agua, se extendieron
los estdmagos sobre una tabla de tecnopor mediante alfileres,
observandose y cuantificandose las uUlceras formadas y procediéndose a su
valoracion.

e La severidad de las lesiones se analizaron por observacion macroscopica y
microscopica y se evalué de acuerdo con la escala de Marhuenda y la de
Gamberini et al. segun la tabla N° 9 y 10 respectivamente (1) (2) (41).

RESULTADOS:

El recuento se efectud visualmente, utilizando una lupa, midiéndose la longitud de
cada una de las lesiones y sumandolas. El grado y aspecto de la mucosa se mide
segun la escala de Marhuenda, el indice de la lesion ulcerosa, se evalu6é sumando
el numero de lesiones, teniendo en cuenta su tamafo, ocurrencia de hemorragia,
pérdida de plegado y decoloracion, de acuerdo a la metodologia de Gamberini et
al. Cuando la ulcera es puntiforme se considera una longitud de 0.5 mm

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

ulceracion del lote control.
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FLUJOGRAMA DEL EFECTO ANTIULCEROSO

DETERMINACION DEL EFECTO

ANTIULCEROSO

=Y

Se mantuvo en ayunas los animal de experimentacion ratas de la raza holtzman hembras en

un numero de 30, peso 180- 250 g, 2 meses de edad.

Distribuir en 6 grupos

Administrar suero fisiolégico 4
l Control I
| .
Administrar ranitidina 100 mg/Kg +
Patron indometacina 80mg/kg
|
[ Grupo A Administrar extracto 100 mg/Kg +
: indometacina 80mg/kg
[ Grupo B Administrar extracto 200 mg/Kg +
: indometacina 80mg/kg
[ Grupo C Administrar extracto 300 mg/Kg +
I indometacina 80mg/kg
Grupo D

Administrar extracto 500 mg/Kg +
indometacina 80mg/kg

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ULCERACION
Se determind la severidad de las lesiones (indice de lesién) de acuerdo con los
criterios previamente establecidos por: Marhuenda y Gamberini et al. 1991) (1)
(71).
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TABLA N° 9
ESCALA DE MARHUENDA PARA CALIFICAR EL GRADO Y ASPECTO DE LA
MUCOSA SOMETIDA A INDUCCION DE ULCERA

GASTRICA
GRADO ASPECTO DE LA MUCOSA

0 Sin lesidn

1 Ulceras hemorragicas, finas dispersas y de longitud
menor de 2 mm.

2 Una ulcera hemorragica fina de longitud menor de 2
mm.

3 Mas de una ulcera de grado 2.

4 Una ulcera de longitud menor de 5 mm y diametro

menor de 2 mm.

De una a tres ulceras de grado 4.
De 4 a 5 ulceras de grado 4.

Mas de 6 ulceras de grado 4

8 Lesiones generalizadas de la mucosa con hemorragia.
FUENTE: Castillo Valdez (22)

N[O

TABLA N° 10
CALCULO DEL INDICE DE LA LESION ULCEROSA SEGUN GAMBERINI ET AL.
1991
PUNTAJE CARACTERISTICAS

La pérdida de la morfologia normal, mucosa
1 PUNTO de coloracion, edema de la mucosa o
hemorragias.

2 PUNTOS Puntos petequiales (hasta 9)

3 PUNTOS Punto petequial(10 o mas)
N* X2 PUNTOS | ulceras (de hasta 1 mm)
N* X 3 PUNTOS | ulceras (> 1Tmm o mas)
N* X4 PUNTOS | ulceras perforadas

Fuente: Arroyo Acevedo J. Modelos experimentales para determinar el efecto antiulceroso. (1)

Donde N* = niumero de Ulceras encontradas

El recuento se efectud visualmente, utilizando una lupa, midiéndose la longitud en
milimetros de las ulceras agudas producidas en cada estomago. Se calculé la
puntuacion total (la suma del puntaje total para todas las ratas del mismo grupo).

El puntaje total se expres6 en porcentaje de inhibicion respecto al indice de
ulceracion del grupo control, Cuando la ulcera es puntiforme se considera una
longitud de 0.5 mm.
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Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion respecto al indice de

ulceracion del lote control, segun la siguiente expresion:

% inhibicion IIU = (IUC - IUP / IUC) X 100

Doénde:
e  %llU = porcentaje de inhibicion del indice ulceroso.
e |UC = indice ulceroso del control.

e |UP = indice ulceroso del problema.

3.9.9. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

El estudio histopatolégico de los estomagos fue realizado por tincién de
hematoxilina — eosina en los laboratorios de Patologia De La Universidad Mayor

De San Marcos, Sede Hospital Loayza.

PROCEDIMIENTO SECUENCIAL DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Fijacion de

Deshidratacion Emed Aclaramiento e Infiltracion

tejidos

Inclusion de

tejido Microtomo —> Montage el  Aclaramiento

Tincion con

Identificacion y

hematoxilina- archivo

eosina

Rehidratacion

PROCEDIMIENTO:

OBTENCION DE MUESTRA: se obtuvo mediante la extirpacién del estomago de
rata, del cual se cortd pequefios fragmentos de tejido.

FIJACION. Se realizé introduciendo la muestra dentro de una solucion de formol al
10 %, cuya finalidad al aplicarlo es detener la vida de las células e impedir las

modificaciones post morten que pueda sufrir la célula (procesos autoliticos),
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manteniendo la estructura morfologica de células y tejidos sin que ocurran cambios
notables en ellos.

DESHIDRATACION: se realizd mediante inclusién del tejido dentro de una
solucién de alcohol de concentracidn creciente por un tiempo determinado como

se muestra en el cuadro. Con el que se removio el agua de los tejidos fijados.

1) Alcohol etilico al 70 % -------=---=------- 12 horas
2) Alcohol etilico al 70 % ------------------- 12 horas
3) Alcohol etilico al 95 % 1 hora
4) Alcohol etilico al 95 % 1 hora
5) Alcohol etilico al 100 % (absoluto) -------- 1 hora
Alcohol etilico al 100 % (absoluto)--------- 1a1.5

ACLARAMIENTO: Se realiz6 empleando el xilol. El procedimiento de

diafanizacién se realiza de la siguiente manera

6) Alcohol absoluto (50%) - xilol (50%)-------- 1 hora
7) Xilol 1 hora
8) Xilol 1 hora

Nota: las muestras deben agitarse continuamente para
permitir la renovacién de los liquidos

INFILTRACION: La penetracion de la parafina al interior de los tejidos se efectto
cuando ésta estuvo en estado liquido. La parafina diluida se colocé en seis

recipientes dentro de la estufa. Con una capacidad de 1000 a 1500 mL.

9) Primer bafo de parafina 1 a 1.5 horas
10) Segundo bano de parafina---------------- 1 a 1.5 horas
11) Tercer bafo de parafing----------------- 30 a 60 minutos

Nota: agitar las muestras con cierta frecuencia

MICROTOMO (OBTENCION DE LOS CORTES) En esta etapa, los tejidos y la
parafina integran un solo bloque que, posee la dureza y la consistencia suficientes

para obtener secciones delgadas y transparentes.
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EXTENSION Y ADHESION DE LOS CORTES AL PORTAOBJETOS: Los cortes
obtenidos, aislados o en forma de cintas, generalmente se presentan arrugados y
muestran un area menor que la que poseen en la inclusion, por lo que es
necesario extenderlos y luego adherirlos a las laminas portaobjetos (esto facilita su

manipulacion posterior).

ACLARAMIENTO: Los cortes extendidos en el porta objetos deben ser

desparafinados para lo cual se us6 xilol de la siguiente manera:

1. xilol 3 minutos
2. xilol 3 minutos

REHIDRATACION: Se realizé Hidratando los cortes en bafios decrecientes de

alcohol

1) Alcohol absoluto (100 % ) ------ 3 minutos

2) Alcohol absoluto (100 % ) ------ 3 minutos

3) Alcohol de 95 % ------------------ 3 minutos

4) Alcohol de 95 % ------------------ 3 minutos

5) Alcohol de 70 % ------------------- 3 minutos

6) Agua corriente 5 minutos.

7) Agua destilada (2 bafos)------- 1 minuto (cada uno)

COLORACION: con la solucion de hematoxilina — eosina. En este paso es
conveniente respetar el tiempo de coloracion que recomienda cada tipo de
solucion de hematoxilina. Dependiendo de la formula de preparacién el tiempo
puede variar de 3 a 20 minutos. La hematoxilina de uso mas frecuente es la
hematoxilina aluminica de Harris ------- 3 a 5 minutos

Lavado en agua destilada (2 bafios)------ un minuto cada uno.
Se coloreo con una solucién acuosa de eosina---------------- 3 a 5 minutos

Se deshidrataron en bafos crecientes de alcohol etilico:

1) Alcohol de 700 1 minuto
2) Alcohol de 950 1 minuto
3) Alcohol de 950 1 minuto
)
)

4) Alcohol absoluto (1000 ) 1 minuto
5) Alcohol absoluto (1000 ) 2 minutos 73




Aclaramiento: empleando xilol

Xilol 1 minuto

Xilol 2 minutos

En estas condiciones los tejidos estan preparados para realizar en ellos el montaje.
MONTAJE: Concluido el proceso de la tincion de los cortes, éstos se colocaron en
condiciones de proteccion para poderlos utilizar infinidad de veces sin que se
deterioren. Para alcanzar tales propdsitos se recurrié al ultimo procedimiento que
es el montaje. Este procedimiento consiste en colocar encima del corte coloreado y
diafanizado una gota de una sustancia adherente, diluida, utilizando xilol y una
resina natural como el balsamo de Canada y encima de ellos, una laminilla
cubreobjetos, cuidando que no queden burbujas de aire entre la resina. A
continuacion se dejé que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez suficiente;
para ello las laminas se colocaron en una platina caliente (45°- 50° C) durante 24 a
48 horas.
TABLA N° 11
EVALUACION HISTOPATOLOGICA

Fragmentacion de tejido +++ Abundante
++ Mediana
+ Leve
Aumento de tejido +++ Abundante
. ++ Mediana
conectivo
+ Leve
Fragmentos de cicatriz +++ Abundante
++ Mediana
+ Leve
Congestion de vasos +++ Abundante
++ Mediana
+ Leve
Produccion de necrosis +++ Abundante
++ Mediana
+ Leve

FUENTE: Cui Dongmei, Histologia con correlaciones funcionales y clinicas (72)
Fragmentacion de tejido: Es una lesion irregular que se acompana de desgarro
de los tejidos y pérdida de sustancia. En una evaluacion histopatologica se dice
que es abundante cuando la ruptura atraviesa todas las capas del tejido, mediana
si llega hasta el tejido muscular y leve si la fragmentacién llega solo hasta la
mucosa. (68) (72)
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Aumento de tejido conectivo: La funcion del tejido conectivo es sintetizar los
dos componentes basicos: el colageno y los mucopolisacaridos que son células
basicas de la reparacién del foco traumatico, terminan con la aparicién del
fibroblasto. En una evaluacion histopatolégica se dice que es abundante cuando el
tejido conectivo se encuentra en toda la superficie del dafio, mediana si hay poca

cantidad de tejido en la lesion y leve si el tejido conectivo es escaso. (72) (68)

Fragmentos de cicatriz: Es la masa de tejido conjuntivo esencialmente fibroso
revestido por la epidermis neoformada que ocupa una antigua solucion de
continuidad producida por el traumatismo. En una evaluacion histopatolégica se
dice que es abundante cuando se evidencia fragmentos de cicatriz por toda la
superficie del tejido. (72) (73)

Congestiéon de vasos: (hiperemia pasiva); esta se produce por alteracion del
drenaje venoso, se produce una coloracion azul-rojiza en las zonas afectadas, a
medida que se acumula la sangre venosa. Esto puede traer como consecuencia el
rompimiento o destruccion de los tejidos mas superficiales; esta muy relacionada

con la aparicion de edema. (73) (69)

Produccion de necrosis: La necrosis es un proceso patologico que ocurre
cuando las células se exponen a un medio fisico o quimico desfavorable que
causa lesion celular aguda y dafio de la membrana plasmatica dos caracteristicas
tipicas de este proceso son la tumefaccion rapida y la lisis de la célula. En una
evaluacion histopatoldgica se dice que hay abundante produccion de necrosis
cuando hay lisis de muchas células en la superficie de las muestras estudiadas.
(72) (69)
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3.9.10. DETERMINACION DE TOXICIDAD AGUDA DOSIS LETAL 50 (DLs) POR
VIA ORAL

La toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis “Rata- Rata”, se efectudé bajo el método de Vega y Carrillo con el

criterio de Williams para la calificacion de la dosis letal media (DLsp)

TABLA N° 12
DISTRIBUCION DE GRUPOS PARA LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA

Determinacion de la DL 50 del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis (rata rata) en animales de experimentacion, segun método de Vega y Carrillo

Tipo de extracto Tratamiento N° % N° %
Grupos Muertes | Muertes | vivos Vivos
Extracto 1 SSF 5 ml /Kg
hidroalcohdlico al 70 2 500 mg/Kg
%de la corteza de 3 1000 mg/Kg
Triumfetta bogotensis 4 3000 mg/Kg
(rata - rata) en 5 5000 mg/Kg
animales de 6 7000 mg/Kg
experimentacion 7 9000 mg/Kg
8 11000mg/Kg
9 13000
mg/Kg
10 15000
mg/Kg
11 20000mg/Kg

La calificacion del grado de toxicidad de la dosis se puede realizar siguiendo el criterio
de Williams et al., 1985.

Fuente: Método de Vega y Carrillo en Arroyo Acevedo j. modelos experimentales de investigacion
farmacologica 2012 (1)

PROCEDIMIENTO:

1. Se aclimataron por dos dias, se pesaron y codificaron los ratones en 11
grupos de dos cada uno.

2. Se administré el extracto en dosis crecientes segun indica la tabla N° 12

3. Se esperd y observo a diferentes tiempos, se anoto el tiempo de inicio de
las muertes y el numero de muertes por grupo.

4. Luego se procedio a la calificacion del grado de toxicidad segun tabla N°
13.
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FLUJOGRAMA DE LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

Al animal de
experimentacion,
ratones machos de
la raza Mus
musculus en un
numero de 22 de 24
g de 2 meses de
edad se los mantuvo
en ayunas de 24 h.

Se separ6 los
ratones en 11 grupos
de dos cada uno,
pesados y marcados

Se Administré el extracto
en dosis crecientes
500,1000, 3000, 5000,
7000, 9000, 11000,
13000, 15000, 20000
mg/kg

Se esperd y se anotd
el tiempo de inicio de
las  muertes y el
numero de muertes por

grupo

Luego se procedi6 a la
calificacion del grado
de toxicidad segun el
criterio de Williams

DETERMINACION DE
TOXICIDAD AGUDA
DOSIS LETAL 50
(DLs,) POR VIiA ORAL

SIN
TRATAMIENTO

CON

TRATAMIENTO

H

Grupo 2

Grupo 3

o

I
I
=

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Grupo 7

Grupo 9

Grupo 10

Grupo 11
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TABLA N° 13
CALIFICACION DEL GRADO DE TOXICIDAD DE LA DOSIS SIGUIENDO
EL CRITERIO DE WILLIAMS ET AL., 1985.

Clasificacion de la sustancia DL 50 (en ratones via oral) mg
/Kg

Extremadamente toxico <1

Altamente téxico <50

Moderadamente toxico <500

Ligeramente toxico <5000

Practicamente no toxico < 15000

Relativamente inocuo = 15000

FUENTE: Criterio de Williams en Arroyo Acevedo J. modelos experimentales de investigacion

farmacoldgica, edicion 2012, pag. 136 (1).

3.10. ANALISIS ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para determinar la actividad antiulcerosa de la corteza de Triumfetta bogotensis
“‘Rata —Rata” en diferentes dosis, todos los resultados fueron evaluados mediante
el programa estadistico SPSS version 22.0 del afio 2016.

Los datos se expresaron como media (promedio) +/- la desviacion estandar y se
trabajé con un intervalo de confianza para la media al 95%.Se empled el
procesamiento de datos (variables cuantitativas) mediante el analisis unifactorial
ANOVA, que es una técnica estadistica que sirve para medir si existe diferencia
entre los valores medidos de la variable dependiente en este caso el efecto
antiulceroso. Que seran calculados para los distintos grupos de la variable
independiente y para las comparaciones entre grupos se utilizé el Test Duncan. Se

consider¢ significativo un p< 0.05.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

a) DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Al realizar las pruebas y calculos del porcentaje de humedad de la corteza de

Triumfetta bogotensis “rata —rata”, se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLA N° 14
PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LA ESPECIE EN ESTUDIO
Triumfetta Bogotensis

ESPECIE EN ESTUDIO CORTEZA DE Triumfetta Bogotensis
N° de determinaciones 1 2 3
Peso de la muestra fresca 109 10g 10g
Peso de la muestra seca 3.09¢ 2.89 2.91
Porcentaje de humedad 69.1 % 711 % 70.9 %
Promedio del % de humedad 70.36 %

Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la determinacion del porcentaje de humedad de acuerdo al método gravimétrico
de la especie vegetal Triumfetta bogotensis “Rata —Rata”, se obtuvo un promedio
de 70.36 % para la corteza. Este porcentaje es parecido al obtenido por Horque
Minaya R, Campana Zela (19) que fue de 70.3% en las hojas de Triumfetta
bogotensis. Y al porcentaje de humedad obtenido por Milan Toledo Nauto (23) que
fue de 70 % en la corteza de la especie Triumfetta semitriloba. Los resultados
obtenidos de humedad que contiene la planta estudiada, encontrandose dentro de
los valores normales de humedad para corteza (20 - 75 %) (74).

Lo que indica que estan dentro de los parametros de calidad establecidos por la
normas de la OMS (1998), El proceso de secado es importante, porque por medio
de este proceso se interrumpen los procesos de degradacion de metabolitos
causados por enzimas también asi se impide el desarrollo de bacterias, hongos y
la produccién de reacciones de oxidacion e hidrolisis las cuales generarian

descomposicion o alteracién de los metabolitos presentes en la especie.
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b) DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Al realizar las pruebas y calculos del porcentaje de rendimiento de extraccion del
extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis ‘Rata —

Rata”, se obtuvo el siguiente resultado:

TABLA N° 15
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL
70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta Bogotensis “Rata-Rata”

ESPECIE EN ESTUDIO CORTEZA DE Triumfetta
Bogotensis
Peso de la muestra molida 450 g
Peso del extracto seco 188 g
Porcentaje de rendimiento 41.77 %

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
El porcentaje de rendimiento del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de
Triumfetta bogotensis “rata rata” fue de 41.77 %.
a) Horque Minaya, Campana Zela (19) reportan el porcentaje de extraccion del
extracto etandlico al 96 % de 28.8 % de las hojas de Triumfetta bogotensis.
b) Milan Toledo (23) reporta el porcentaje de extraccion de Triumfetta

semitriloba del 41 % con agua y 0.37 % con acetato de etilo.

Con esta comparacion es probable concluir que se obtiene un mejor rendimiento

utilizando un extracto hidroalcohdlico al 70 %.

c) DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Al realizar las pruebas de solubilidad del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis ‘Rata — Rata”, se obtuvo los siguientes

resultados:
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TABLA N° 16

PRUEBA DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 %
DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA — RATA)

++++
++
+++-
+++-
++--
+4--
+--

LEYENDA:
o+t .. Muy soluble
o +++- ... Soluble
o +H-- ... Poco soluble
o t— ... Muy poco soluble
© ... Insoluble

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en la TABLA N°16, el extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata —Rata”, es
muy soluble en agua destilada, soluble en solventes polares como etanol al 40
%,50 %, 60 %, e insoluble en solventes apolares como la acetona el éter etilico,
benceno, cloroformo, hexano; la solubilidad aumenta a medida que la polaridad de
los solventes aumenta.

Por lo que se puede deducir que en el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis “Rata —Rata”, estarian presentes compuestos

polares (flavonoides) (75)

d) DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Al realizar el andlisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcoholico al 70 % de

la corteza de Triumfetta bogotensis “rata —rata” se obtuvo el siguiente resultado:
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TABLA N° 17

ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE
LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA — RATA)

Dragendorff
Mayer -—--
Lugol -—-
Ninhidrina ++--
Amoniaco -
Cloruro férrico al 5%  +++-

Shinoda +++-
Ensayo de sudan -—--
Benedict ++++
Fehling Ay B ++++
Acetato basico de ----
plomo

Ensayo de baljet +---
Acetato neutro de +++-
plomo

Borntrager -—--
Espuma ++++
Gelatina — sal ++++
Lieberman- Burchard  ----

LEYENDA:
o H++++ ... Abundante cantidad
o +++- ... Moderada cantidad
o +H-- ... Poca cantidad
o +— ... Escasa cantidad
¢ . Negativo

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el analisis fitoquimico cualitativo del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis “Rata —Rata”, los metabolitos secundarios
identificados fueron en abundante cantidad: glicésidos, taninos y saponinas, en
moderada cantidad: flavonoides, compuestos fendlicos y mucilagos, en poca
cantidad: aminoacidos, escasa cantidad: lactona. La presencia de taninos,
flavonoides y glicésidos presentes en el extracto hidroalcohdlico al 70 % podria

explicar el efecto antiulceroso.
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Milan Toledo Nauto (23) reportd los distintos metabolitos en la corteza de
Triumfetta semitriloba en la marcha fitoquimica, encontrandose lo siguiente:
saponinas esteroidales (abundante), flavonoides (escaso), taninos catéquicos
(abundante), cumarinas (escaso) y azucares reductores (abundante).

Otro estudio fitoquimico obtenido por Horque Minaya R, Campana Zela (19)
Reporta los siguientes metabolitos secundarios en el extracto de hojas de
Triumfetta bogotensis como: glicdsidos, aminoacidos, flavonoides, y alcaloides en
abundante cantidad, y taninos y fenoles en moderada cantidad.

Como se puede observar los metabolitos secundarios encontrados en las
diferentes especies vegetales varian una de otra, no todas las especies vegetales
tendran la misma cantidad ni los mismos metabolitos secundarios también
dependeran del solvente de extraccion y lugar de recoleccion entre otros factores.
Al comparar los estudios de la especie de Triumfetta bogotensis estos coinciden en
la presencia de:

Glicésidos
Flavonoides

Taninos

Aminoacidos
Compuestos fendlicos

Segun estos resultados el efecto antiulcerosa podria deberse a la presencia de
glicosidos, saponinas, flavonoides, taninos y compuestos fendlicos. (7)
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4.1.1. DEL EFECTO ANTIULCEROSO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA — RATA)
4.1.1.1. DE LA MEDICION DE LA ULCERA AGUDA

TABLA N° 18
ANALISIS DESCRIPTIVO SEGUN ESCALA DE MARHUENDA DEL GRADO Y
ASPECTO DE LA MUCOSA SOMETIDA A INDUCCION DE ULCERA
GASTRICAS POR INDOMETACINA

Inferior  Superior

5 6,4000 44721 ,20000  5,6447 6,7553 6,00 7,00
5 ,4000 54772 ,24495 -,2801 1,0801 ,00 1,00
5  4,4000 54772 ,24495 37199  5,0801 4,00 5,00
5 2,6000 94772 ,24495 1,9199  3,2801 2,00 3,00
5  2,4000 ,83666 37417 1,7611  3,8389 2,00 4,00
5 ,2000 44721 ,20000 -,3553 ,7553 ,00 1,00
30

La tabla N° 18 se muestra el valor de la media del grado y aspecto de la mucosa
para cada uno de los grupos experimentales, lo que significa que es el valor
promedio del total de las lesiones contadas segun el aspecto de las mucosas
observadas en cada uno de los animales de experimentacion y calificadas segun la
escala de Marhuenda, observandose que el grupo control presenta el mayor grado
de lesidn segun el aspecto de la mucosa 6.40 en comparacion con el grupo patron
(Ranitidina) 0,40 y el extracto de 500 mg/Kg 0,20, y con las diferentes dosis de los
extractos de la corteza de Triumfetta bogotensis.

El cuadro también nos muestra la desviacién estandar que viene a ser una medida
del grado de dispersion o variabilidad entre cada una de las medias del grado y
aspecto de la mucosa encontradas dentro de cada animal de experimentacion.

En el cuadro también observamos el intervalo de confianza al 95 % para la media,

con un limite inferior y un limite superior.
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TABLA N° 19
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL GRADO Y ASPECTO DE LA MUCOSA
SOMETIDA A INDUCCION DE ULCERA GASTRICAS POR INDOMETACINA

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadréatica
Entre grupos 133,367 5 26,673 80,020 ,000
Dentro de 8,000 24 B
grupos
Total 141,367 29

Si P> 0.05 = Se acepta que no existen diferencias significativas entre el grado y
aspecto de la mucosa del grupo control y el grado y aspecto de la mucosa a las
diferentes concentraciones.

Si P < 0.05 = Se acepta que existen diferencias significativas entre el grado y
aspecto de la mucosa del grupo control y el grado y aspecto de la mucosa a las

diferentes concentraciones.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

LA tabla N° 19 nos muestra el analisis de varianza unifactorial (ANOVA) de un
factor el cual nos permite decir a la observacién que el valor de Sig = 0,000 es
mucho menor que el nivel de significancia de 0,05, por lo tanto se afirma que
existe diferencia altamente significativa en el aspecto de la mucosa debido a los
diferentes tratamientos del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de

Triumfetta bogotensis “Rata-Rata”.
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TABLA N° 20
PRUEBA DE DUNCAN DE LOS SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS DEL
GRADO Y ASPECTO DE LA MUCOSA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (Rata-Rata).

GRUPOS DE N Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO 1 2 3 4

Grupo D 5 ,2000

Patron 5 ,4000
Grupo B 5 2,6000
Grupo C 5 2,4000
Grupo A B 4.4000

Control 5 6,4000

Sig. ,589 ,589 1,000 1,000

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la TABLA N° 20 nos muestra las comparaciones multiples de sub conjuntos
homogéneos en la prueba de DUNCAN que permiten observar que existen
diferencias significativas entre las medias de los diferentes tratamientos.

Se observan 4 sub conjuntos entre ellos:

El grupo D que recibieron 500 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis y el grupo patron (ranitidina 100 mg/Kg) no
presentan diferencias estadisticamente significativas; formando ambos un solo
subconjunto.

El grupo de ratas que recibieron 200 y 300 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico al 70
% de la corteza de Triumfetta bogotensis no presentan diferencias
estadisticamente significativas; formando ambos un solo sub conjunto y
observando que su efecto también son similares.

El Grupo A forma un solo subconjunto, y el grupo control forma otro sub conjunto

observando que su efecto es diferente.
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GRAFICON° 1
COMPARACION DEL GRADO Y ASPECTO DE LA MUCOSA SOMETIDA A
INDUCCION DE ULCERA GASTRICAS POR INDOMETACINA SEGUN ESCALA
DE MARHUENDA

m
[=]

Media del estado de la mucosa

(%4 20]

Escala Escala Escala Escala Escala Escala de
Marhuenda Marhuenda Marhuenda Marhuenda Marhuenda Marhuenda

GRUPO GRUPD GRUPO A GRUPOEB GRUPODC GRUPOD
COMTROL  PATROM Extracto Extracto Extracto Extracto

(suero (Ranitidina 100 mg#g) 200 mgig) 300 mgMg) 500 mgMkg)
fisioldgico 100 maMg)

4mLKg)

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el GRAFICO N° 1 nos muestra un diagrama en barras de las medias halladas
segun el grado y aspecto de la mucosa en cada uno de los grupos experimentales.

Segun los resultados que muestra la grafica se puede visualizar que el grupo control
(suero fisioldgico 4 mL/Kg) presenta un mayor grado de lesiéon en la mucosa de 6.40,
seguido del grupo A (extracto de 100 mg/Kg) con un grado de 4.40 de lesion en la
mucosa, el grupo B (extracto de 200 mg/Kg) con un grado de 2.60 y el grupo C

(extracto de 300 mg/Kg) con un grado de 2.40 de lesion en la mucosa. El grupo patrén
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y el grupo D (extracto de 500 mg/Kg) son los que presentan un menor grado de lesion
en la mucosa, con un 0.40 y 0.20 respectivamente.

Entonces se puede concluir que el estado de la mucosa segun la escala de
Marhuenda de los diferentes grupos experimentales evidencia menor dafio segun se
incrementa la dosis del extracto evidenciandose que el grupo patrén y el grupo D

presentan similar efecto en comparacion al grupo control.

TABLA N° 21

ANALISIS DESCRIPTIVO DEL INDICE DE LA LESION ULCEROSA SEGUN
GAMBERINI ET AL 1991 EN RATAS TRATADAS CON EL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis
(Rata-Rata)

N Media  Desviacion Error 95 % del intervalo Minimo Maximo
estandar  estandar de confianza para
la media
Inferior ~ Superior
Grupo 5 17,4000 1,34164 ,60000 15,7341 19,0659 15,00 18,00
control
Grupo 5 ,6000 54772 ,24495 -,0801 1,2801 ,00 1,00
patron
Grupo 5 12,0000 2,12132 ,94868 9,3660 14,6340 9,00 15,00
A

Grupo 5 8,8000 1,09545 ,48990 7,4398 10,1602 8,00 10,00
B

Grupo 5 3,0000 1,00000 44721 1,7583 4,2417 2,00 4,00
C

Grupo 5 ,4000 54772 ,24495 -,2801 1,0801 ,00 1,00
D
Total 30

ANALISIS E INTERPRETACION

La tabla N° 21 se muestra el valor de la media para cada uno de los grupos
experimentales, siendo este el valor promedio del total del indice de lesiones
contadas segun el grado de lesion observadas en cada uno de los animales de
experimentacion y calificadas segun la escala de Gamberini et al., observandose
que el grupo control presenta el mayor indice de ulceraciéon 17,40 en comparacion
con el grupo patron (Ranitidina) 0,60 y el extracto de 500 mg/Kg 0,40, y con la
dosis de 100, 200, 300 mg/Kg 12,00, 8,80 y 3.00 respectivamente.
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TABLA N° 22
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL INDICE DE LESION ULCEROSA
SEGUN GAMBERINI et al DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE
LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA —RATA)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1184,567 5 236,913 156,20 ,000
7
Dentro de 36,400 24 1,517
grupos
Total 1220,967 29

Si P> 0.05 = Se acepta que no existen diferencias significativas entre el indice de
lesion del grupo control y el indice de lesion a las diferentes concentraciones.
Si P < 0.05 = Se acepta que existen diferencias significativas entre el indice de

lesién del grupo control y el indice de lesion a las diferentes concentraciones.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

LA tabla N° 22 nos muestra el analisis de varianza unifactorial (ANOVA) de un
factor el cual nos permite decir a la observacion que el valor de Sig = 0,000 es
mucho menor que el nivel de significancia de 0,05, por lo tanto se afirma que
existe diferencia altamente significativa en el indice de lesién ulcerosa debido a
los diferentes tratamientos del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de
Triumfetta bogotensis “Rata-Rata”.
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TABLA N° 23

PRUEBA DE DUNCAN DE LOS SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS DEL iNDICE
DE LESION ULCEROSA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE
LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (Rata-Rata).

GRUPO DE N Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO 1 2 3 4 5
GRUPO D ,4000

GRUPO ,6000

PATRON
GRUPO C
GRUPO B
GRUPO A
CONTROL 17,400
Sig. ,800 1,000 1,000 1,000 1,000

o O

3,0000
8,8000
12,000

o o0 01 O

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la TABLA N° 23 nos muestra las comparaciones multiples de sub conjuntos
homogéneos en la prueba de DUNCAN que permiten observar que existen
diferencias significativas entre las medias de los diferentes tratamientos.

Se observan 5 sub conjuntos entre ellos:

El grupo D que recibieron 500 mg/Kg de extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis y el grupo patrén (ranitidina 100 mg/Kg) no
presentan diferencias estadisticamente significativas; formando ambos un solo
Subconjunto.

Los grupos de ratas que recibieron 100, 200 y 300 mg/Kg de extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis presentan
diferencias estadisticamente significativas; formando un solo sub conjunto y
observando que su efecto son diferentes.

El grupo control presenta diferencias estadisticamente significativas; formando un

solo subconjunto con efecto diferente.
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GRAFICO N° 2
COMPARACION DEL INDICE DE LA LESION ULCEROSA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis
(Rata-Rata) SEGUN ESCALA DE GAMBERINI ET AL.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el GRAFICO N° 2 nos muestra un diagrama en barras de las medias halladas
segun el indice de la lesion ulcerosa en cada uno de los grupos experimentales.

Segun los resultados que muestra la grafica se puede visualizar que el grupo control
(suero fisiolégico 4 mL/Kg) presenta un mayor grado del indice de la lesion ulcerosa de
17.40, seguido del grupo A (extracto de 100 mg/Kg) con un grado de 12.00 del indice
de lesion ulcerosa, el grupo B (extracto de 200 mg/Kg) con un grado de 8.80 y el
grupo C (extracto de 300 mg/Kg) con un grado de 3.00 del indice de la lesion
ulcerosa. El grupo patrén y el grupo D (extracto de 500 mg/Kg) son los que presentan

un menor grado de lesion en la mucosa, con un 0.60 y 0.40 respectivamente.
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Entonces se puede concluir que el indice de la lesién ulcerosa segun la escala de
Gamberini et al. de los diferentes grupos experimentales evidencia menor indice de
lesion ulcerosa segun se incrementa la dosis del extracto. Evidenciandose también

que el grupo patron y el grupo D presentan similar efecto.

4.1.1.2. DE LA DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO

TABLA N° 24

EFECTO INHIBITORIO DE LAS ULCERAS GASTRICAS INDUCIDAS POR
INDOMETACINA OBTENIDAS CON LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta

bogotensis “rata rata”

Solucion de suero fisiologico
4mL/ kg + Indometacina 87.5+1.65 0
Ranitidina 100 mg/Kg + 0.7 +£0.087 99.23 %
Indometacina

Extracto Hidroalcohdlico al 70 57.00 £ 2.824

% de la corteza de Triumfetta 34.85 %
bogotensis 100mg/Kg +

Indometacina

Extracto Hidroalcohdlico al 70 38.9+2.30

% de la corteza de Triumfetta 56.57 %
bogotensis 200mg/Kg +

Indometacina

Extracto Hidroalcohdlico al 70 18.5+1.43

% de la corteza de Triumfetta 78.85 %
bogotensis 300mg/Kg +

Indometacina

Extracto Hidroalcohdlico al 70 0.50+£0.10

% de la corteza de Triumfetta 99.42 %
bogotensis 500mg/Kg +

Indometacina

FUENTE: Datos experimentales.
LEYENDA:

I.U.: indice Ulceroso
E.E.: Error Estandar
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GRAFICO N° 3

RESULTADO DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DEL INDICE ULCEROSO
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE
Triumfetta bogotensis “rata - rata” SOBRE LESIONES GASTRICAS
INDUCIDAS POR INDOMETACINA EN RATAS.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N° 24 se observan los porcentajes de inhibicion de ulceras en los
animales de experimentacién que recibieron por via intragastrica las diferentes
dosis del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis,
todas estas con respecto al indice de ulceracion del grupo control. El porcentaje de
inhibicion expresa la reduccion del indice ulceroso en los estdbmagos de los
animales de experimentacion demostrandose asi el efecto antiulceroso que este
presenta sobre la mucosa gastrica. (1) En el grafico N° 3 nos muestra la
comparacion del porcentaje de inhibicion de ulceras mediante un grafico de barras,

del grupo patrén (Ranitidina) y de los extractos a diferentes dosis. Se observa que
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el porcentaje de inhibicidn ulcerosa esta relacionada con la concentracién de los
diferentes grupos experimentales, obteniéndose porcentajes de inhibicién de 34.85
%, 56.57 %, 78.85 % y 99.42 % para las dosis de 100 mg/Kg., 200 mg/Kg. ,300
mg/Kg. y 500 mg/Kg respectivamente. También podemos observar el porcentaje
de inhibicién del patron (Ranitidina 100 mg/Kg) con un 99.23 %, siendo este
comparable al presentado por el extracto a dosis de 500 mg/ Kg de peso y el grupo

control presenta 0 % de inhibicién ulcerosa.

4.1.1.3. RESULTADOS HISTOLOGICOS

Los resultados encontrados en los estudios histopatolégicos fueron:

GRUPO CONTROL: En este grupo encontré6 fragmentacion del tejido (+++),
aumento de tejido conectivo (++) y fragmentos de cicatriz (++), una excesiva
congestion de vasos (+++), una produccion de necrosis (+++), ademas de
erosiones en todos las muestras y la presencia normal de macréfagos. apex

celular fracturado con glandulas incompletas.

(b) fragmentacién

de tejido

(d) erosiones,

(c) congestion

(a) descamacion

FOTOGRAFIA N° 4.1 GRUPO CONTROL: se observa (a) descamacién, (b)
fragmentacion de tejido, (c) congestién, (d) erosiones, aumento de macréfagos e
hipertrofia glandular

GRUPO PATRON (Ranitidina): en este grupo se encontrd en la mayoria de las

muestras una estructura conservada, con presencia de macréfagos en la zona
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basal, en una muestra se evidencio descamacion de células normales y en otra

empastamiento del apex

(a) discreta
descamacion

(c) macréfagos
en la zona basal

(b)
empastamiento
del apex

FOTOGRAFIA N° 4.2 GRUPO PATRON: se observa estructura conservada, (a)
discreta descamacion, (b) empastamiento del apex, (c) macrofagos en la zona basal
GRUPO A (Extracto 100 mg/Kg): se evidencio glandulas profundas con
engrosamiento hasta la base pliegues completos capa interna completa y base
normal un discreto desorden apical y con empastamiento del apex, una muestra
presento una muesca muy superficial (fragmentacion de tejido (++)); capa
glandular bien definida glandulas gastricas profundidad de las capas profundas.
Una infiltracion de células plasmaticas en la sub mucosa, con presencia de
fibroblasto en una muestra, Se observa glandulas rectas 1 y 2 glandulas

arcenares y base parcelar.

(b) muesca superficial

(c) glandulas
rectas

(a) empastamiento
del apex

FOTOGRAFIA N° 4.3 Grupo A: se observa erosiones, (a) empastamiento del 4pex,
(b) muesca superficial (c) glandulas rectas.
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GRUPO B (Extracto 200 mg/Kg): la mitad de las muestras presento
engrosamiento de la base que llega hasta los 2/3 axial (aumento de tejido
conectivo (++); Se evidencio gran cantidad de glandulas dobles no tan gruesas,
gran cantidad de formaciones saculares con grupos de engrosamiento tubular,
algunas zonas con hipertrofia, leve congestién y el apex empastado.

Se observd en una muestra una muesca con descamacién insipiente en ambas

bases (fragmentacion de tejido (+).

(d) muesca con
descamacion.

(a) macrofagos

X3 108. 013m
YET7. 71m

(c) congestion
apical

(b) glandulas
dobles

FOTOGRAFIA N° 4.4 GRUPO B: se observa engrosamiento en la base, gran
cantidad de glandulas dobles, leve congestidon, apex empastado, discreta
descamacion, erosiones, hemorragia superficial y aumento de polimorfos nucleares.
En la lamina se observa (a) macréfagos, (b) glandulas dobles, (c) congestion apical y
(d) muesca con descamacion.

GRUPO C (extracto de 300 mg/Kg): se encontré6 empastamiento de la mucosa y
gran cantidad de células blancas que llegan hasta los 2/3 inferiores, infiltracion
basal de macréfagos en la mayoria de tejidos se evidencio una hipertrofia de tipo
poliploide, ademas de presencia de linfocitos, erosiones en el tercio inferior con
eritrocitos en la cavidad y una en una muestra muesca con formacién de glandulas

incompletas (fragmentacion de tejido (+)).
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(b) congestion con
Yt e edema

(c) macréfagos

(a) empastamiento
de la mucosa

FOTOGRAFIA N° 4.5 GRUPO C: se observa discreto empastamiento de las células
de la mucosa gastrica y macrofagos, descamacion, erosiones, muesca con glandulas
incompletas. En la lamina, se observa (a) empastamiento de la mucosa, (b) congestion
con edema y (c) macroéfagos.

GRUPO D (Extracto de 500 mg/Kg): Se encontré la estructura conservada en la
mayoria de los tejidos, apex delgado con poca infiltracion, presencia de glandula

hipertrofica en la muestra 2 y 5 casi normales.

--- (a) hipertrofia y

53:([11.,(‘»:’? edema .

FOTOGRAFIA N° 4.6 GRUPO D: se observa apex delgado con poca infiltracion,
presencia de glandula hipertréfica, descamaciéon, edema. En la lamina se observa (a)

hipertrofia y edema.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS:

Segun el estudio histopatoldgico de las muestras observadas del tejido gastrico se
puede decir:

Que el grupo control presenté gran dafo evidenciandose con la fractura de tejido,
congestion de tejidos y necrosis; aumento de macrofagos debido a la reaccion de
la mucosa gastrica frente a la indometacina.

En el grupo patron (ranitidina) y el grupo D (extracto de 500 mg/kg) se encontro en
la mayoria de las muestras estructura conservada, en la ranitidina se evidencio
descamacion de células normales y empastamiento y no asi en el grupo D.

En el grupo A, grupo B, grupo C se evidencia el engrosamiento de los pliegues,
presencia de glandulas, edema, erosiones, y muescas muy superficiales.

Por lo que se concluye que al estudio histopatologico el extracto de Triumfetta
bogotensis a dosis de 500 mg/kg tiene efecto antiulceroso similar al de la

ranitidina.
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FOTOGRAFIAS MACROSCOPICAS
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LEYENDA:

e Negativo: -

e Leve: +

e Moderado: ++
e Severo: +++

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la tabla N° 25 muestra aspectos clinicos y patolégicos observados
macroscopicamente del grado y aspecto de la mucosa segun la escala de
Marhuenda y el indice de la lesion de la mucosa gastrica segun escala de
Gamberini et al. en los animales de experimentacién. Observando que el grupo
control presenta severo dafio hemorragico, severas lesiones gastricas, moderada
presencia de edema, severa presencia de erosiones pequefias y lineales y severa
presencia de Ulcera, calificandose el grado y aspecto de la mucosa con 6.40 en la
escala de Marhuenda y un indice de lesion de 17.40 en la escala de Gamberini.

El grupo patron (Ranitidina): presenta leve presencia de lesiones gastricas
congestion y edema leve y ninguna presencia de erosiones lineales, calificandose
segun el grado y aspecto de la mucosa en 0.4 segun la escala de Marhuenda y un
indice de la lesion ulcerosa de 0.60 en la escala de Gamberini et al.

El grupo A: presenta severas lesiones gastricas, moderada presencia de edema,
moderada presencia de erosiones pequefias y lineales y leve presencia de Ulcera,
calificandose segun el grado y aspecto de la mucosa con 4.40 en la escala de
Marhuenda y un indice de la lesion ulcerosa de 12.0 en la escala de Gamberini.
Grupo B: presenta severas lesiones gastricas, moderada presencia de edema, leve
presencia de erosiones pequefas Yy lineales y leve presencia de Ulcera,
calificandose segun el grado y aspecto de la mucosa con 2.60 en la escala de
Marhuenda y un indice de la lesion ulcerosa de 8.80 en la escala de Gamberini.
Grupo C : presenta moderadas lesiones gastricas, leve presencia de edema, leve
presencia de erosiones pequefas Yy lineales y leve presencia de Ulcera,
calificandose segun el grado y aspecto de la mucosa con 2.40 en la escala de
Marhuenda y una lesién de 3.00 en la escala de Gamberini et al.

Grupo D: presenta leve presencia de lesiones gastricas congestion y edema leve y
ninguna presencia de erosiones lineales, calificandose segun el grado y aspecto
de la mucosa con 0.20 en la escala de Marhuenda y un indice de la lesion ulcerosa

de 0.40 en la escala de Gamberini et al.
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DISCUSION DE RESULTADOS

De los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, la
administracion del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta
bogotensis “rata — rata” a las dosis de 300 mg. Y 500 mg/Kg fue comparable al de
la ranitidina, se observo proteccion significativa de la mucosa gastrica sobre
lesiones gastricas inducidas en ratas por indometacina efecto que podria ser
atribuido a la presencia de glicésidos, taninos, saponinas y flavonoides, hallados
en el analisis fitoquimico cualitativo de la especie.
Segun revision bibliografica muchos de estos compuestos como las saponinas
tienen accidén antiulcerosa que es una consecuencia del aumento de la secrecion
muco — protectora de las glandulas correspondientes en la mucosa gastrica. Los
taninos poseen también propiedades vasoconstrictoras por lo que se utilizan tanto
interna como tépicamente en el tratamiento de afecciones vasculares como varices o
hemorroides y en pequefias heridas, en uso topico estan indicados en diversos
problemas de la piel, empleandose en ciertas dermatosis asi como en cosmética como
tonicos astringentes. También presentan propiedades antioxidantes comportandose
como captadores de radicales libres. Actuan como inhibidores enzimaticos al precipitar
la fraccién proteica de los enzimas; esto permite en ocasiones la buena conservacion
de otros principios activos en las drogas, como por ejemplo algunos heterésidos, ya
que impiden su hidrdlisis enzimatica.
Los flavonoides poseen actividad gastroprotectora, reduciendo el indice de
ulceracion y la intensidad de la lesion sobre la mucosa, el cual podria ser medido
y explicado por diferentes mecanismos.
VILLAR DEL FRESNO (17) sefiala que:
Muchos flavonoides muestran actividad frente a la ulcera péptica, reduciendo el
indice de ulceracion y la intensidad del dafio mucosal. Este efecto puede ser
mediado por distintos mecanismos:
Gastroprotector: por activacién de los mecanismos fisioldgicos de defensa:

e Incrementando la cantidad y calidad del mucus gastrico, al aumentar su

contenido glicoproteico.
e Por estimulacion de la sintesis de prostaglandinas enddgenas.
e La accidn vaso protectora de los flavonoides implica una mejora en la micro
circulacion, lo que favorece el proceso de cicatrizacion y la neo formacién

de vasos.
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Antisecretor:
e Disminuyendo el volumen del jugo gastrico o su acidez.
e Por disminucion de la secrecién de pepsina.
e Bloqueando la actividad enzimatica de histidin-descarboxilasa, que cataliza

la sintesis de histamina.

El mecanismo por el cual la indometacina produce ulcera lo describe Suleyman et.
al. Quien describe que la Indometacina aumenta la produccién de radicales libres a
través de la mieloperoxidasa que cataliza la produccién de acido hipocloro
derivado del peroxido de hidrégeno que lleva al aumento de los niveles de
peroxidacion lipidica a las dos horas de haber sido administrada (76). Debido al
vaciamiento gastrico hay una disminucion del contenido de sangre, lo cual permite
apreciar mejor las imagenes caracteristicas de las lesiones con patrones lineales
finos asociados a las ulceras inducidas por Indometacina y que son diferentes de

las inducidas por otros agentes.

En la presente investigacion, se observéd que la administracion por via intragastrica
del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata —
Rata” a dosis de 300 y 500 mg/kg ejercen un efecto inhibitorio de las ulceras
gastricas con un porcentaje de 78.85 % y 99.42 % respectivamente (tabla 24),
siendo el efecto dosis dependiente y estadisticamente significativo a p<0.05, como
el estudio de Castaneda CB, Manrique MR, lbafiez VL, Gamarra CF, Galan LD.
Evaluacion del efecto antiulceroso del extracto acuoso y metandlico de las semillas
de Lupinus mutabilis sweet (tarwi, chocho) en ratas. Sobre las lesiones producidas
en la mucosa gastrica de ratas de acuerdo a la técnica de Lee. La indometacina en
dosis superiores a 50 mg/Kg de peso produce lesiones lineales, engrosamiento y
dilatacién del intestino delgado, adhesiones, obstruccién parcial, inflamacion
granulomatosa transmural aguda y crénica, absceso en las criptas y fibrosis. Para
el extracto acuoso en cocimiento se obtuvo un efecto antiulceroso igual al 60 %;

para la Ranitidina 57 % y en menor proporcién para el extracto metandlico (40 %)

Por lo que podemos concluir que el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza
de Triumfetta bogotensis a 300 y 500 mg/Kg posee efecto antiulceroso en ratas

albinas.
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4.1.2. DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA

Los resultados de los ensayos preliminares de toxicidad aguda del extracto

hidroalcohdlico se muestra en la tabla N° 26.

TABLA N° 26
RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

SSF 2 0/2 Normal

500 2 0/2 Aparentemente normalidad.

1000 2 0/2 Aparente normalidad.

3000 2 0/2 Presenta miccion y poca
insalivacion.

5000 2 0/2 Presenta insalivacion, incremento
de miccidn poca movilidad.

7000 2 0/2 Presenta insalivacion, incremento
de miccion poca movilidad, pilo —
ereccion.

9000 2 0/2 Presenta insalivacion, incremento
de miccién poca movilidad, pilo —
ereccion.

11000 2 0/2 Poca movilidad, deposiciones

continuas pilo —ereccion.

13000 2 0/2 Poca movilidad, deposiciones
semi liquidas, pilo —ereccion, cola
de Straub, Grooming.

15000 2 1/2 Presenta insalivacién, incremento
de miccién poca movilidad, pilo —
ereccion deposiciones
semiliquidas, cola Straub,
Grooming, lacrimacion,
convulsiéon y muerte.

20000 2 1/2 Presenta insalivacion, incremento
de miccién poca movilidad, pilo —
ereccion deposiciones
semiliquidas, cola Straub,
Grooming, lacrimacion,
convulsién y muerte.

Fuente: Datos Experimentales
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TABLA N° 27

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ANIMALES MUERTOS RESPECTO
A LOS ANIMALES VIVOS DE LA TOXICIDAD AGUDA DL50 DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis
(RATA RATA) EN RATONES, SEGUN METODO DE VEGA Y CARRILLO

: N° % N° %
N9 ee FHEse Grupos okl Muertes  Muertes vivos vivos
Sin tratarniento: 1 5 ml /Kg 0 0 2 100%

2 500 mg/Kg 0 0 2 100%

3 1000 mg/Kg 0 0 2 100 %

Con tratamiento: 4 3000 mg/Kg 0 0 2 100 %
Extracto 5 5000 mg/Kg 0 0 2 100 %
hidroalcohdlico al 6 7000 mg/Kg 0 0 2 100 %
70%de la corteza de 7 9000 mg/Kg 0 0 2 100 %
Triumfetta bogotensis 8 11000 mg/Kg 0 0 2 100 %
(rata rata) 9 13000 mg/Kg 0 0 2 100 %

10 15000 mg/Kg 1 50 % 1 50 %

11 20000 mg/Kg 1 50 % 1 50 %

La calificacion del grado de toxicidad de la dosis se puede realizar siguiendo el criterio de
Williams et al., 1985.

Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Después de la administracion del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de
Triumfetta bogotensis “rata-rata” por via intragastrica en ratones albinos a dosis
creciente, se observd signos de insalivacion, miccion y deposiciones esto va
incrementando con la dosis mas alta. EI comportamiento de los animales se
observan en la tabla 26

A dosis de 15000 mg/Kg. Se observa: insalivacion, incremento de miccion poca
movilidad, pilo — ereccidn deposiciones semiliquidas, cola Straub, Grooming,
vocalizacion, lacrimacién, convulsion y al cabo de los 40 minutos dio como
resultado la muerte del 50 % del grupo correspondiente a la dosis letal media.

Lo que se repite a la dosis de 20000 mg/Kg observandose la muerte del raton a los

35 minutos.
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Y del resto de animales sobrevivientes al experimento, se observd que los signos
de insalivacion, miccién, deposiciones muy frecuentes, y pilo ereccion,
desaparecen conforme transcurre el tiempo.

En cuanto a la toxicidad aguda se evidencia que el extracto es casi inocuo,
obteniendo solo a dosis muy elevada la toxicidad aguda a 20000 mg/Kg dando la

dosis letal media DLsg.

De lo observado se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis “Rata —Rata” seria catalogado como

relativamente inocuo segun el criterio de Williams tabla N° 13 (1).
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1)

CONCLUSIONES
Se evalud y se demostrdé que el extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis (Rata -Rata) tiene efecto antiulceroso a
las dosis de 300 y 500 mg/kg, y una toxicidad aguda a una dosis de 20000
mg/kg.
Se determind el porcentaje de humedad y porcentaje de rendimiento del
extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis
(Rata- Rata), en un 70.36 % y 41.77 % respectivamente; en la composicion
fitoquimica cualitativa, se encontr6 abundante cantidad de taninos,
glicosidos, saponinas, moderada cantidad flavonoides, compuestos
fendlicos y mucilagos; en poca cantidad, aminoacidos y escasa cantidad
lactonas, se establecio que es soluble en solventes polares.
Se evaluo el efecto antiulceroso del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis (Rata- Rata), en animales de
experimentacion por el método de Uulcera gastrica inducida con
indometacina, determinandose después del estudio macroscépico que las
dosis de 300 y 500 mg/kg presentan efecto antiulceroso , con un indice de
inhibicién ulcerogénica del 78.85 % y 99.42 % respectivamente, siendo
similar que el farmaco patron Ranitidina que tiene un porcentaje de
inhibicion ulcerogénica de 99.23 %.
La dosis efectiva del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de
Triumfetta bogotensis “Rata — Rata” en animales de experimentacion, fue
de 500 mg/Kg.
Se evaluo el efecto antiulceroso del extracto hidroalcohdlico al 70 % de la
corteza de Triumfetta bogotensis (Rata- Rata), en animales de
experimentaciéon por el método de Uulcera gastrica inducida con
indometacina, determinandose después del estudio histopatoldgico que las
dosis de 300 y 500 mg/kg presentan efecto antiulceroso, presentado
estructura conservada en la mayoria de los tejidos, similar al farmaco
patron Ranitidina que también presenta estructura conservada en la
mayoria de los tejidos.
Se determind la dosis letal media DL 50 del extracto hidroalcohdlico al 70
% de la corteza de Triumfetta bogotensis “Rata - Rata” en ratones albinos a
dosis de 20000 mg/Kg. determinandose al extracto como relativamente

inocuo segun el criterio de Williams.
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SUGERENCIAS
A LA AUTORIDAD UNIVERSITARIA:

1.- La creacion de una unidad de produccion y experimentacion de animales de
laboratorio (BIOTERIO) para el desarrollo de trabajos de investigacion.

Por la dificultad en la adquisicion y traslado de animales certificados del INS

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

2.- Incentivar a los alumnos a continuar y ampliar los estudios sobre plantas
medicinales ya trabajadas y poder encontrar los metabolitos responsables de la

actividad que se le atribuyen.

A LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

3.- Continuar con la investigacion de la especie Triumfetta bogotensis “Rata -

Rata” demostrando otros efectos atribuidos en la medicina tradicional.
4.- Utilizar una dosis mayor de Indometacina que la descrita por la bibliografia para
para producir mayor numero de lesiones. Por qué a la dosis descrita por

bibliografia no nos ayudan a identificar las lesiones que presenta.

5.- Evaluar el posible efecto antisecretor del extracto hidroalcohdlico Triumfetta

bogotensis “Rata - Rata”.
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ANEXO N° 1
CERTIFICADO DEL HERBARIO VARGAS (CUZ) DE LA PLANTA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

*  APARTADO POSTAL CIUDAD UNIVERSITARIA +  MUSEO INKA

N°®921 - Cusco - Peri Av. De la Cultura N° 733 - Teléfonos: 228661 - Cuesta del Almirante N° 103 - Teléfono: 237380

222512 - 232370 - 232375 - 232226 i S D ——
+ FAX: 238156- 238173 - 222512 + CENTRALTELEFONICA: 232308-252210 ° CENTROAGRONOMICOK'AYRA =~
) 243835 - 243836 - 243837 - 243838 San JerGnimo s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
+ RECTORADO + LOCAL CENTRAI +  COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA”
" 019 4 Vi AL
Calle Tigre N° 127 Plaza de Armas s/n Av. De la Cultura N° 721
Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléfonos: 227571 - 225721 - 224015 “Estadio Universitario” - Teléfono: 227192

EL QUE SUSCRIBE PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL HERBARIO VARGAS

(Cuz)

CERTIFICA

Que la Sefiorita, Calipso Mamani Morales, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia
y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, ha presentado a la Direccion del Herbario (CUZ), un espécimen de planta
herborizada para su determinacion taxonémica, la que al ser diagnosticada utilizando claves
dicotémicas, consultas con bibliografia especializada y comparacién con muestras del
Herbario; pertenece a la especies, Triumfetta bogotensis, la misma que en concordancia con
el Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group. APG
IV - 2016), presenta la siguiente posicion taxonémica:

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Rosanae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Triumfetta

Especie Triumfetta bogotensis DC.
Sinonimias: Triumfetta boterianaTurcz.,T.dometorum Schitdl.,T. grossulariaefolia
A. Rico, T. hispida A. Rico, T. jelskii Szyszyl, T.josefina Pol., T. lindeniana Turcz.,
T. panamensis IM. Johnst.,t, pilosa Kunth,T. valenciensis R. Knuth, T. vincentina
Urb.

Nombres comunes : “Rata —rata”, “Yunca rata rata”, *Curur- curur’

Se expide la presente certificacion para fines de investigacion.
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ANEXO N° 2

CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

;’":_fg,:‘: UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
PSPPI FACULTAD DE ZOOTECNIA - DEPARTAMENTO ACADEMICO DE NUTRICION
i LABORATORIO DE EVALUACION NUTRICIONAL DE ALIMENTOS

3
2, 4 Av. La Molina s/n - La Molina
TELEFAX 3480830

A

7’
a
=
<
NG

Mediante la presente se comunica que la Srta. CALIPSO YUMIRAMI MAMANI MORALES,
con DNI 42975325, estudiante de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, estd
retirando del Laboratorio de Evaluaciones Bioldgicas - Bioterio, lo siguiente:

- 30 ratas albinas (1 - 2 meses de edad).

- 14 ratones albinos (02 meses de edad)

Tanto los animales como el alimento son parte de un trabajo de investigacién por lo que se
autoriza el traslado de los mismos hacia esa casa de estudios.

La Molina, 10 de Noviembre del 2016

A

/’E{:/\g e CT:) S

/
Sr. Mauro Ayala Espinoza Srta. Calipso Y. Mamani M.
Asistente Administrativo Técnico Laboratorio DNI: 42975325
Laboratorio de Evaluacién De Evaluaciones Biologicas
Nutricional de Alimentos - LENA BIOTERIO
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REPORTE DE ULCERA GASTRICA-DIRESA CUSCO 2015
SEGUN EDADES A NIVEL DEL DEPARTAMENTO DEL CUSCO

ANEXO N° 3

Edades Ulcera gastrica
1-11M 1

1 afio 1

2 - 4 afios 1
5-9afos 1
10-11 afios 1
12-14 afios 4
15-17 afios 17
18-24 afios 13
25-29 afios 9
30-34 afos 11
35-39 afios 20
40-44 anos 39
45-49 afnos 25
50-54 afos 34
55-59 afnos 140
60 a+ afios 321

REPORTE DE ULCERA GASTRICA -DIRESA CUSCO 2015
SEGUN LOCALIDADES A NIVEL DEL DEPARTAMENTO DEL CUSCO

Provincias Ulcera gastrica
Acomayo 2
Anta 12
Calca 11
Canas 4
Canchis 14
Chumbivilcas 4
Cusco 180
Espinar 5
La Convencién 59
Paruro 5
Paucartambo 3
Quispicanchis 10
Urubamba 13
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ANEXO N° 4

DETERMINACJON DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis
(RATA — RATA)

solvente Resultado
Agua destilada
Metanol
Etanol 40%
Etanol 50 %
Etanol 60 %
Etanol 70 %
Etanol 80 %

Acetona

Eteretilico

Benceno

Cloroformo

Hexano

Twenn 80
Muy Facilmente | soluble | Moderadamente | Poco Muy Insoluble
soluble | soluble soluble soluble | poco

soluble

++++ +++ ++ + +- +-- -

Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional, Compendio de Normas
Oficiales USP 31. nf26. Edicion Anual en Espariol 2008
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ANEXO N° 5

PRUEBAS DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO- IDENTIFICACION DE
METABOLITOS SECUNDARIOS

a) Ensayo de Sudan.

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello, a
la alicuota de la fraccion en el solvente de extraccion, se le afiade 1 mL de una
solucion diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV. Se calienta en bafio
de agua hasta evaporacion del solvente.

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una
pelicula coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de

ensayos respectivamente. (17)

b) Ensayo de Dragendorff:

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la
alicuota del extracto esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse
en bafo de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de acido clorhidrico al 1 % en
agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afnade 1 gota de acido clorhidrico
concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion
acuosa acida se realiza el ensayo, anadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff,
si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++). (70)
(17)

c) Ensayo de Mayer:

Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion acida.
Afada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afada 2 6 3 gotas de
la solucion reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez definida
(++), precipitado coposo (+++).

Observacion: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-6xidos libres, éstos
solo se encontraran en el extracto acuoso y para considerar su presencia la
reaccion debe ser (++) 6 (+++), en todos los casos, ya que un resultado (+), puede
provenir de una extraccidon incompleta de bases primarias, secundarias o
terciarias. (17) (75)
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d) Ensayo de Wagner:

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucidén acida, afiadiendo 2 6 3

gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

e) Ensayo de Baljet:

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonico, en particular Cumarinas, aunque otros compuestos lactdnicos pueden
dar positivo al ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en
alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor
cantidad de alcohol (1 mL). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracién o precipitado rojo (++
y +++) respectivamente. (16)(23) (77)

f) Ensayo de Hidroxamato Férrico para Cumarinas:

Una gota del extracto se coloca en una placa de porcelana y se ainade una gota de
clorhidrato de hidroxilamina disuelto en etanol al 10 %. Se afiaden unas gotas de
hidroxido de potasio al 10% en etanol y se calienta a la llama hasta burbujeo, se
afaden unas gotas de acido clorhidrico 0.5 mol/L y una gota de cloruro férrico al
1% en agua. El desarrollo de una coloracion violeta (+), claro (++), intenso (+++).

El reactivo de Baljet se prepara de la siguiente forma:

e Solucion 1: Hidroxido de sodio al 10 % en agua.

e Solucién 2: Acido picrico al 1 % en etanol.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el
ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar. (70) (17)

g) Ensayo de Borntrager:

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota

del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafo
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de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de
hidréxido de sodio, hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua.

Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior separacion.

Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se

considera positivo. Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++). (17) (75)

h) Ensayo de Liebermann- Burchard:

Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por
ambos tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente
insaturado en el anillo B y la posicién 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafo de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de
cloroformo.

Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de
ensayos se dejan resbalar 2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. Un
ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.

2- Verde intenso-visible aunque rapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces
puede observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando
el material evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos.

La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las
estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones
azul o azul verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o
purpura. Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por

carotenos, xantofilas y esteroides saturados que puedan estar presentes. (75) (74)

i) Ensayo de Catequinas:

Para ello, tome de la solucidon alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de un
capilar y aplique la solucién sobre papel de filtro.
Sobre la mancha aplique solucion de carbonato de sodio. La apariciéon de una

mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo. (75) (74)
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j) Ensayo de Resinas:

Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la solucién alcohdlica,
10 mL de agua destilada.

La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo.

k) Ensayo de Fehling:

Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares reductores. Para ello, si
la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en
bafno de agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua.

Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua 5-10 minutos la
mezcla.

El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece

precipitado rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

» Solucion A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hidratado cristalizado y se
disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

» Solucion B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de
hidroxido de sodio y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000

mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el
ensayo.

Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar. (17) (74)

[) Ensayo de la Espuma:

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica.

De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su
volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de

mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos. (75) (78)
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m) Ensayo del Cloruro Férrico:

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3
gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisioldgica
(cloruro de sodio al 0.9 % en agua).

Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.

A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas
de una solucién de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiolégica, un ensayo

positivo puede dar la siguiente informacién general:

e Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
e Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

e Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos. (75) (77)

n) Ensayo de la Ninhidrina:

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos libres o
de aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo
de la concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente
organico, se mezcla con 2 mL de solucion al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla
se calienta 5-10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo

cuando se desarrolla un color azul violaceo. (74) (17)

0) Ensayo de Shinoda:

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal.

Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico.

Después de la reaccion se espera 5 minutos, se afiade 1 mL de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir
de la adicién del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amairillo,

naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos. (75) (74)
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g) Ensayo de Antocianidinas:

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de
secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calientan 2 mL del extracto
etandlico 10 min. con 1 mL de HCL concentrado.

Se deja enfriar y se adiciona 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico. Se agita y se
deja separar las dos fases. La aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica,

es indicativa de un ensayo positivo. (75) (17)

r) Ensayo de Mucilagos:

Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia de esta estructura
tipo polisacarido, que forma un coloide hidrofilo de alto indice de masa que
aumenta la densidad del agua donde se extrae.

Para ello una alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C y si la solucion toma

una consistencia gelatinosa el ensayo es positivo. (70) (74)

s) Ensayo de Principios Amargos y Astringentes:

El ensayo se realiza saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal y
reconociendo el sabor de cada uno de estos principios, bien diferenciados al
paladar. (74)

t) Ensayo de Glicésidos

Coloque unos 5 gr de material vegetal en un erlenmeyer de 125 ml y adicione
suficiente agua para humedecer la muestra.

Prepare un papel de picrato de sodio sumergiendo una tira de papel de filtro en
una solucion recién preparada de picrato de sodio (5 gr de Carbonato de sodio +
0,5 gr de acido picrico y cantidad suficiente de agua para 1000 mL); conserve esta
solucion frasco seco. Aproximadamente 1 mL de cloroformo se afiade a la muestra
humedecida para resaltar la actividad enzimatica.

Inserte el papel de picrato de sodio en el recipiente con la muestra, colocandolo de
forma tal que no toque las paredes del mismo. Tape el recipiente y caliente a 35 °C
por unas 3 horas. Observe los cambios de coloracién del papel, si en 3 horas no se
produce variacion, puede afirmarse la ausencia de los glicosidos cianogéticos,
pero si en 15 min. el papel cambia de amarillo a diferentes tonos rojos, indica la

presencia de HCN en cantidades apreciables. (75) (17) (78)
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ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE
LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis (RATA — RATA)

METABOLITOS REACTIVO RESULTADO
SECUNDARIOS
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Almidon Lugol
Aminoacidos Ninhidrina
Antocianinas Amoniaco
Compuestos fendlicos | Cloruro férrico al 5%
Flavonoides Shinoda
Grasas y aceites Ensayo de sudan
Glicosidos Benedict
Fehling Ay B
Gomas Acetato basico de
plomo
Lactonas Ensayo de baljet
Mucilagos Acetato neutro
deplomo
Quinonas Borntrager
Saponinas Espuma
Taninos Gelatina — sal
Triterpenoides Lieberman- Burchard
DONDE:
Abundante | Moderada | Escasa Ausencia
cantidad cantidad
+++ ++ + -

Villar Del Fresno A. M. Farmacognosia General. Espafia: Sintesis; 1999.
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EVALUACION DEL EFECTO ANTIULCEROSO DEL EXTRACTO

ANEXO N°7

HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis

(RATA — RATA) EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

GRUPO
GRADOS

GRADO DE ULCERACION

0|1/2|3|4 5|67

CONTROL

C1

C2

C3

C4

C5

PATRON

P1

P2

P3

P4

P5

GRUPO A

A1

A2

A3

A4

A5

GRUPO B

B1

B2

B3

B4

B5

GRUPO C

C1

C2

C3

C4

C5

GRUPO D

D1

D2

D3

D4

D5
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ANEXO N° 8

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ULCERA CON
EL EXTRACTO RESPECTO AL INDICE DE ULCERACION DE LOS GRUPOS

GRUPO
GRADOS

INDICE DE

ULCERACION

% DE
INHIBICION

CONTROL

C1

C2

C3

C4

C5

PATRON

P1

P2

P3

P4

P5

GRUPO A

A1

A2

A3

A4

A5

GRUPO B

B1

B2

B3

B4

B5

GRUPO C

C1

C2

C3

C4

C5

GRUPO D

D1

D2

D3

D4

D5
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ANEXO N° 9

DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DL 5, DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis

(RATA RATA) EN RATONES, SEGUN METODO DE VEGA Y CARRILLO

GRUPO
TIEMPO

CONTROL DE LA TOXICIDAD AGUDA A LAS
DIFERENTES DOSIS Y TIEMPO DETERMINADOS.

5110153060 | 2h | 6h|24h | 2D 4D | 7D

14D

GRUPO A

A1

A2

GRUPO B

B1

B2

GRUPO C

C1

C2

GRUPO D

D1

D2

GRUPO E

E1

E2

GRUPO F

F1

F2

GRUPO
G

G1

G2
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ANEXO N° 10

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ANIMALES MUERTOS RESPECTO
A LOS ANIMALES VIVOS DE LA TOXICIDAD AGUDA DL50 DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO AL 70 % DE LA CORTEZA DE Triumfetta bogotensis

(RATA RATA) EN RATONES, SEGUN METODO DE VEGA Y CARRILLO

Grupos

Tratamiento

N° Muertes

%
Muertes

N° vivos

% Vivos

SSF 5 ml /Kg

Dosis 1

Dosis2

Dosisl

Dosis 4

Dosis 5

N0 AR IN P

Dosis 6
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ANEXO N° 11
CALCULO DEL PORCENTAJE DE INHIBICION DEL INDICE ULCEROSO

% inhibicion 1IU = (IUC - IUP / IUC) X 100

Doénde:
e %llU = porcentaje de inhibicion del indice ulceroso.
e |UC = indice ulceroso del control.

e |UP = indice ulceroso del problema.

Asi por ejemplo:

1. Para el Grupo A al cual se administro el extracto hidroalcohdlico al 70 % de
la corteza de Triumfetta bogotensis, en una dosis de 100 mg/kg. De peso de la
rata, se tiene

o 87.5mm —57mm
% Inhibicion = 875 x 100

% Inhibicion = 34.85 %

2. Para el Grupo B al cual se administré el extracto hidroalcohdlico al 70 % de
la corteza de Triumfetta bogotensis, en una dosis de 200 mg/kg. De peso de la

rata, se tiene

o 87.5 mm — 38mm
% Inhibicion = 375 mm x 100

% Inhibicion = 56.57 %

3. Para el Grupo C al cual se administro el extracto hidroalcohdlico al 70 % de
la corteza de Triumfetta bogotensi, en una dosis de 300 mg/kg. De peso de la rata,

se tiene

o 87.5mm — 18.5 mm
% Inhibicion = 875 mm X 100

% Inhibicion = 78.85 %

134



4, Para el Grupo D al cual se administré el extracto hidroalcohdlico al 70 % de
la corteza de Triumfetta bogotensis, en una dosis de 500 mg/kg. De peso de la
rata, se tiene

o 87.5 mm — 0.5mm
% Inhibicion = 875 mm x 100

% Inhibicion = 99.42 %

5. Para el Grupo Patrén al cual se administré ranitidina 100mg/kg. De peso de
la rata, se tiene

87.5mm — 0.7mm
% Inhibicion = 87 S x 100

% Inhibicion = 99.23 %

Por lo tanto el porcentaje de inhibicion expresa una reducciéon del indice ulceroso
en los estbmagos de los animales de experimentacion tratados con el extracto
hidroalcohdlico al 70 % de la corteza de Triumfetta bogotensis ‘“rata - rata” a
diferentes dosis (100, 200, 300, 500) se muestran en la tabla N° 24
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ANEXO N° 12

FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4 N

FIGURA N° 1 Se muestra la
corteza de Triumfetta bogotensis
seleccionadas para el proceso de

secado.

- J

~

/Figura N° 2 Se muestra recipiente
con muestra molida de la corteza
de Triumfetta bogotensis para
maceracion con etanol al 70 % por
15 dias protegida de la luz.

N /

4 )

FIGURA N° 3 Frasco con el
extracto de la corteza de
Triumfetta bogotensis

- /
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FIGURA N° 4 se muestra los animales de experimentacion: ratas hembras de la
raza holtzman, de dos meses de edad con un peso aproximado de 180- 200 g.

4 )

FIGURA N° 5 se muestra la
administracion  intragastrica a
diferentes dosis mediante canula
del extracto de  Triumfetta

bogotensis
o )

FIGURA N° 6 se observa el
estomago de la rata extraido y
se procede a abrir por la
curvatura mayor para luego ser

lavado y extendido.
N /
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FIGURA N° 7 los estébmagos fueron extendidos y fijados sobre tecnoport mediante alfileres.

Luego se observa las lesiones gastricas superficiales con una lupa las cuales fueron medidas
con regla milimetrada
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ANEXO N° 13
FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA TOXICIDAD
AGUDA

4 )

FIGURA N° 1 Se muestra los
animales de experimentacion por
grupo (ratones albinos de la raza
Mus musculos de mes y medio de

Kedad) /

4 N

FIGURA N° 2 se muestra la
<j administracion intragastrica

mediante canula del extracto
hidroalcohdlico a diferentes dosis.

- )

4 )

FIGURA N° 3 se muestra a los
aminales de experimentacion en
observacion después de un
tiempo de haber administrado el

antracto en estudio. j

~

/FIGURA N° 4 se muestra algunos
, signos observados durante el
! <:j trabajo de observacion después

de un tiempo de haber
administrado el extracto en

kestudio. /
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convulsién durante el trabajo de
observacion después de un
tiempo de haber administrado el
extracto en estudio.

/FIGURA N° & se muestra a uno de\
los ejemplares observados
durante el trabajo con cola
después de un tiempo de haber
administrado el extracto en

/FIGURA N° 6 se muestra\

N j

4 )

FIGURA N° 8 se muestra a los
animales de experimentacion a
los 7 dias de observacion sin
ningun signo ni sintomatologia

- J

\estudlo. j

FIGURA N° 7 se muestra la
muerte de uno de los ejemplares
de un grupo de estudio

aparente.

. J
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