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Resumen-Abstract IX

Resumen

Los frutos de Physalis peruviana L. se han usado como coadyuvante en tratamiento de
diferentes enfermedades inflamatorias. Sin embargo, no se ha documentado su actividad
farmacoldgica en gastritis.

Objetivo: Evaluar efectos gastroprotectores de la fraccion butandlica de frutos de uchuva
(FB-FU) en biomodelos de Ulcera gastrica.

Métodos: Los frutos secos triturados de uchuva se sometieron a percolacién con Etanol.
El Extracto Etandlico Total se fraccioné con diferentes solventes hasta obtener la Fraccion
butandlica FB-FU.

Se estandarizaron cuatro modelos in vivo para evaluar actividad: mediante administracion
oral de EtOH 50% en ratas macho e Indometacina (IND) (60 mg/Kg) en ratones, y
quirdrgicamente por Ligadura Pil6rica (LP) en ratones y aplicacion local gastrica de AcOH
10% en ratas; usando Omeprazol como patrén antiulceroso. Se evalud indice de lesion
gastrica (ILG), moco y secreciones. En homogenado de tejido gastrico se determiné
TBARs, GSH, SOD y CAT. En plasma y FB-FU se evalué capacidad antioxidante (FRAP).
Muestras de cada grupo de tratamiento fueron analizadas histopatol6gicamente.

Resultados: FB-FU presentd actividad antioxidante in vitro. La FB-FU (100 mg/Kg p.o
dosis Unica) administrada previo al estimulo ulcerogénico, redujo el ILG en modelos de
EtOH (64%), IND (74%) y LP (79%), con disminucion de TBARs como de infiltracién de
células inflamatorias. FB-FU (50 mg/Kg, durante 7 dias) no confirié proteccion frente a la
injuria gastrica por AcOH. En ninguno de los biomodelos implementados se desarrollé
Ulcera franca a nivel microscépico.

Conclusion: FB-FU a dosis de 100 mg/Kg en modelos agudos de gastritis erosiva
presenté propiedad gastroprotectora posiblemente relacionada con actividades
antioxidante y antiinflamatoria.

Palabras clave: Physalis peruviana, uchuva, gastritis, Ulcera gastrica, antioxidante,
gastroprotector.
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Abstract

Physalis peruviana L. berries have been used as an adjuvant treatment in different
inflammatory diseases. However, its pharmacological activity in gastritis has not been
documented.

Objective: To evaluate the gastroprotective effects of the butanolic fraction of golden berry
fruits (FB-FU) in gastric ulcer biomodels.

Methods: Dried and crushed golden berry fruits were subjected to percolation process with
Ethanol. The Total Ethanolic Extract was fractionated with different solvents until obtaining
the fraction FB-FU.

Four in vivo models were standardized to evaluate activity: by oral administration of EtOH-
50% in male rats and Indomethacin (IND) (60 mg/Kg) in mice, and surgically by Pyloric
Ligation (PL) in mice and local-gastric application of AcOH 10% in rats; using Omeprazole
as an antiulcer agent. Gastric injury index (GII), mucus and secretions were evaluated.
TBARs, GSH, SOD and CAT were determined in gastric tissue homogenate. In plasma and
FB-FU antioxidant capacity (FRAP) was evaluated. Samples of stomachs from each
treatment group were analyzed histopathologically.

Results: FB-FU presented antioxidant activity in vitro. FB-FU (100 mg /Kg, single dose)
administered prior to the ulcerogenic stimulus, reduced the GlI in models of EtOH (64%),
IND (74%) and PL (79%), with reduction of TBARs and less infiltration of inflammatory cells.
FB-FU (50 mg/Kg, 7 days) did not confer protection against gastric injury due to AcOH.
None of the implemented biomodels developed a real ulcer at the microscopic level.

Conclusion: FB-FU at doses of 100 mg/Kg in acute models of erosive gastritis presented
gastroprotective property, possibly related to antioxidant and anti-inflammatory activities.

Keywords: Physalis peruviana, golden berry, gastritis, gastric ulcer, antioxidant,
gastroprotective.
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|l ntroducci - n

La enfermedad ulcero-péptica (EUP) es uno de los trastornos mas importantes y comunes
del sistema digestivo (Parvan et al., 2017), aproximadamente 4 millones de personas a
nivel mundial padecen de esta enfermedad, con una prevalencia estimada de 5 a 10% e
incidencia de 0.1 a 0.3% anuales sin una diferencia significativa entre hombres y mujeres.
La disminucién de presentacién de nuevos casos, ingresos hospitalarios y mortalidad se
ha dado principalmente en paises desarrollados (Lanas & Chan, 2017). Sin embargo, la
Ulcera péptica, especialmente la gastrica en un curso de enfermedad crénico, se considera
un factor directamente relacionado con el desarrollo de carcinoma gastrico en la sociedad
moderna (de Martel et al., 2013).

Las complicaciones de la EUP estan relacionadas con hemorragia y perforacion que
pueden ser mortales (Marcén et al., 2016). La ulcera péptica complicada (UPC) se
encuentra en 10% a 20% de los pacientes (2% a 14% presentan perforacion),
representando costos directos e indirectos en los sistemas de salud y sociedad en general
estimado en mas de nueve (9) mil millones de ddlares tan sélo en Estados Unidos (Thorsen
et al., 2013), con prevalencia aproximadamente de 12% en hombres y 10% en mujeres,
reduciendo significativamente la calidad de vida al afectar el bienestar general del paciente
y contribuir sustancialmente al ausentismo laboral. Ademas, se estima que se producen

unas 15.000 muertes por afio asociadas a sus complicaciones (Del Valle, 2015).

Aunque en Colombia no hay disponibles cifras actualizadas de la prevalencia e incidencia
de esta enfermedad, se han realizado estudios epidemiol6gicos por regiones y a nivel
hospitalario (Cederio et al., 2014) y se considera como una de las 10 primeras causas de
Afos de Vida Saludable Perdidos (AVISAS) por discapacidad con 14.308 AVISAS por
1.000 personas (MinSalud, 2016).
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Diferentes condiciones pueden inducir la enfermedad. El uso inadecuado de AINEs y la
infeccion por Helicobacter pylori son las mas comunes y se consideran como factores de
riesgo independientes y sinérgicos para la EUP complicadas y no complicadas, siendo H.
pylori asociado a mas del 90% de los pacientes con Ulceras duodenales y en el 70% de

los pacientes con Ulceras gastricas (Regino et al., 2009).

La terapéutica convencional para la EUP se ha enfocado en la prescripcion de inhibidores
de la bomba de protones y antagonistas de receptores Hz. No obstante, estos pueden
generar algunos efectos adversos como nauseas, estrefiimiento, ginecomastia e
impotencia que limitan su uso (Arab et al., 2015). Ademas, la resistencia a antibioticos en
los casos de EUP con la participacibn de H. pylori y la falla terapéutica debido al
componente multifactorial de esta patologia dificultan la reduccién en la prevalencia de la
enfermedad (Rodriguez et al., 2012). De manera complementaria, el uso de productos de
origen natural para el tratamiento de la EUP est4a descrito para diversas plantas usadas
por tradicion en diferentes regiones de Colombia (INVIMA, 2017), y se refleja en

numerosos estudios realizados en modelos animales de Ulcera géastrica a nivel mundial.

Plantas del género Physalis (Solanaceae) han sido objeto de estudio para evaluar actividad
antiulcerosa a nivel gastrico. Con las hojas de Physalis spp en recientes estudios han
llegado a conclusiones positivas mediante el tratamiento en modelos animales de Ulcera
gastrica en donde se determinaron capacidades antisecretora, gastroprotectora y
cicatrizante (Tammu et al., 2013; Wang et al., 2018; Sharma et al., 2015).

La Physalis peruviana L. es una de las especies mas reconocidas del género en medicina
tradicional por sus propiedades como diurético, anticancerigeno, antipirético, antiinflamatorio,
especialmente en el tratamiento de enfermedades como malaria, asma, hepatitis, dermatitis
y artritis reumatoide (Franco et al., 2007). A la fecha se ha determinado que las hojas de P.
peruviana L. tienen potencial efecto antiulceroso y antisecretor en modelos in vivo de
induccioén de Ulcera géastrica por ligadura de piloro, etanol y aspirina (Rasheed et al., 2015),
pero no hay evidencia de dicho potencial atribuible a su fruto. Asimismo, se cuenta con
poca informacion de los beneficios de la baya respecto a alteraciones digestivas (Sharma
et al., 2015).

El grupo de investigacion "Principios Bioactivos en Plantas Medicinales" del Departamento

de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, se ha consolidado por
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integrar la investigacion fitoquimica y farmacoldgica de plantas usadas en la medicina
popular colombiana para tratar diversas patologias de alto impacto en la salud publica,
dentro de ellas las enfermedades inflamatorias crénicas (HERMES, 2018). Después de
afos de investigacion en los procesos de estandarizacion para la extraccion y evaluacion
de la actividad biol6gica de extractos y fracciones obtenidos de P. peruviana L. se ha
considerado la fraccion butandlica de los calices como promisoria por su alto contenido de
metabolitos activos (acido cafeico, acido clorogénico, quercetina y rutina; entre otros)

principales responsables de su actividad antiinflamatoria y antioxidante (Toro et al., 2014).

El propésito de este trabajo consistié en evaluar el potencial efecto gastroprotector de la
fraccion butandlica obtenida a partir del Extracto Etanélico Total de frutos de P. peruviana
L. implementando diferentes modelos estandarizados de Ulcera gastrica en ratas y ratones
referentes del Bioterio del Departamento de Farmacia. Es preciso destacar que este
estudio corresponde al primero realizado por el grupo de investigacion en modelos de
enfermedad gastrica, y también el primero en evaluar la actividad bioldgica de la fraccion

butandlica de frutos de uchuva en modelos in vivo.

Una de las principales motivaciones para desarrollar este estudio fue la de contribuir al
perfil terapéutico de la planta, consideranto su potencial como complemento medicinal en
la EUP que perjudica a poblaciones de paises en via de desarrollo como Colombia (Lanas
& Chan, 2017), considerando adicionalmente que el pais es uno de los principales
productores de la fruta (ANALDEX, 2019). Asi, proveer informacién sobre sus posibles
beneficios en una enfermedad no documentada dentro de las propiedades medicinales de
la uchuva puede generar un valor agregado al fruto a mediano o largo plazo dentro de su
cadena productiva, favoreciendo tanto a individuos que presenten la condicion patologica

como al sector de industrializacion de subproductos naturales con enfoque medicinal.

Es sustancial tomar en consideraciéon que la experimentacion con modelos animales
representa apenas una aproximacion a los mecanismos de la enfermedad, luego los
hallazgos en este trabajo no deben relacionarse de forma directa con propiedades
gastroprotectoras en seres humanos u otras especies animales. Primero, por tratarse de
una patologia multifactorial que varia en su manifestacion y severidad segun las
condiciones especificas del entorno y susceptibilidad individual. En segundo lugar, porque
la fraccién butandlica de frutos de uchuva no cuenta a la fecha con un protocolo

estandarizado para considerarse como fitoterapéutico.
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1. Marcdoe - -ri co

1.1 Anatomiay fisiologia del estomago

El estbmago es la porcién mas dilatada del tubo digestivo situada entre el eséfago y el
intestino, que contribuye a diferentes procesos, tanto gastricos como homeostéticos (Tabla
1-1). En la especie humana se localiza en la region superior izquierda del abdomen, a su
derecha contacta con el higado, el ligamento falciforme y la pared abdominal. La zona
izquierda de esta superficie es posterior al reborde costal izquierdo, se encuentra en contacto
con el diafragma. Sus dimensiones aproximadas son de 25 cm en su eje longitudinal, 12 cm
en su eje transverso y 8 cm en su eje anteroposterior, con una capacidad de 1 a 1.5 L. Cuenta
con una cara anterior y otra posterior, una curvatura mayor y otra menor (Juan et al., 2010;
Rojas et al.,2012).

Tabla 1- 1: Objetivos fisicos y fisioldgicos del estbmago

Funciones

Servir como depésito a los alimentos durante la ingesta

Facilitar su digestion mediante la secrecion de HCl y pepsina

Mezclar y triturar los alimentos

Regular la salida del quimo hacia el intestino delgado

Intervenir en la sensacién de saciedad y de hambre

Disminuir la flora bacteriana que alcanza el intestino delgado

N O O B W N

Participar en la hematopoyesis mediante la secrecion de factor intrinseco

8 Proteger su mucosa de la secrecién clorhidropéptica y del jugo duodenal

Adaptada de Juan et al., 2010
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Sus cinco regiones anatémicas se observan en la llustracion 1-1A. El cardias corresponde a
la seccidn proxima a la unién eséfago-gastrica con funcion esfinteriana. El fundus esta
constituido por la parte del estbmago con forma de clpula, separado del cardias por la
angulacion cardial o angulo de Hiss. El cuerpo es la porcion mas grande del érgano que se
extiende hasta el nivel de la incisura angularis. El antro es la porcidbn mas distal y horizontal
del estbmago; y finalmente el piloro, la porcién del estbmago mas distal y tubular encargada

anatomicamente de la comunicacion con el duodeno (Juan et al., 2010; Rojas et al.,2012).

Desde el exterior del 6rgano hasta su parte mas interna est4 formado por cuatro capas:
serosa, muscular, submucosa y mucosa (llustracién 1-1B). La serosa se compone de tejido
conjuntivo y mesotelio que envuelve las paredes del estbmago exteriormente y forma parte
de la cubierta peritoneal (Juan et al., 2010).

llustracion 1- 1. Anatomia del estbmago

8
10 I 2
A
|
9 3
1 5 4

llustracion: Eliana Ortiz, adaptada de Harrison's Principles of Internal Medicine 2015, Jhon Wiley & Sons 2010 y Encyclopedia

Britannica 2009. Algunos derechos reservados.
A: Regiones topogréficas 1: Cardias, 2: Fundus, 3: Cuerpo, 4: Antro, 5: Piloro, 6: Curvatura menor,
7: Curvatura mayor, 8: Angulacion cardial, 9: Incisura angularis, 10: Es6fago distal, 11: Duodeno proximal.

B: Estructura. 1: Serosa, Muscular compuesta por 2: Fibras longitudinales, 3: Fibras circulares y 4: Fibras

oblicuas; 5: Submucosa, 6: Mucosa, 7 y 8: Vasos gastroepiploicos, 9: Canal pilérico, 10: Esfinter pilorico



Marco tedrico 25

La capa muscular (propia) del estbmago, a diferencia del resto del tubo digestivo, presenta
tres (3) capas: La muscular longitudinal externa es la continuacion de las fibras musculares
longitudinales del eséfago. La capa circular media, que es la Gnica completa, con mayor
densidad de fibras en el antro que contribuyen de manera significativa al vaciamiento géstrico,
y la capa muscular més interna esté constituida por fibras que descienden de forma oblicua
desde el fundus hasta la curvatura mayor (Tapia et al., 2018).

La submucosa es relativamente gruesa, presenta alta densidad de haces de colageno, vasos
sanguineos y una red de vasos linfaticos en su interior. Por ultimo, se ubica la capa mucosa
tapizando la cara interna con presencia de surcos; hacia la curvatura menor forma 4 a 5
pliegues longitudinales paralelos, en el resto las arrugas son mas irregulares, como se

observa en la Figura 1-1B (Rojas et al.,2012).

1.1.1 Histologia gastrica

Las estructuras y proporcionalidad de las capas que conforman el estbmago pueden

apreciarse con detalle microscopico mediante corte transversal (Fotografia 1-1).
Fotografia 1- 1. Corte transversal de una seccion de estbmago

Fotomicrografia de bajo aumento de la pared del estomago
en la seccion del fundus que ilustra el grosor relativo de las
cuatro capas principales: la mucosa (M), la submucosa (SM),
la muscularis externa (ME) y la serosa (S). Se observan dos
pliegues en corte transversal. La mucosa esta llena de
glandulas tubulares ramificadas que penetran en todo el
espesor de la lamina propia, Se muestra la capa muscular de
la mucosa (A ), inmediatamente debajo de los extremos
basales de las glandulas géstricas. La submucosa es en gran
parte tejido conectivo suelto, con vasos sanguineos (V) y

linfaticos.

Copyright ©McGraw-Hill-Education, todos los derechos

reservados
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Tomado de Mescher (2018)

La capa mucosa es sustancial en la fisiologia gastrica. Su superficie es un epitelio cilindrico

simple que se invagina profundamente en la lamina propia, formando millones de foveolas o
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criptas gastricas que conducen a glandulas tubulares largas y ramificadas (llustracion 1-2)
(Mescher, 2018). En la superficie foveolar a un nivel un poco mas profundo se encuentran
las células mucosas del cuello, progenitoras de las células de la superficie. El compartimiento
glandular varia en relacion con su localizacion topografica. Asi, por ejemplo, las glandulas del
cardias cuentan Unicamente con células mucosas; las glandulas del fundus y el cuerpo
(oxinticas) contienen células parietales, células principales o zimogénicas y algunas células
neuroendocrinas; y las glandulas antrales cuentan con células endocrinas (G y D) y células

mucosas (Tapia et al., 2018).

llustracion 1- 2: Glandula géstrica y células secretoras

Célula parietal

Foveola, Fosa o
Cripta gastrica

ol > I.nu_:lar dlge§t|on,
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I =
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. 3 <
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Cuello ] Mucina Proteger la
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Estimular directa e
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Glandula
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Muscular
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Capa
Estimular las

Submucosa Histamina

células parietales

llustracién: Eliana Ortiz, basada en Mescher (2018). Algunos derechos reservados.
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1.1.2 Mecanismos de la secrecidn acida

La secrecion &cida se puede clasificar como basal y estimulada. La produccion basal ocurre
en un patrén circadiano, con altos niveles en la noche y més bajos durante la mafiana. Por
su parte, la secrecién de &cido géastrico estimulada se presenta principalmente en tres fases:

cefélica, gastrica e intestinal (Hunt et al., 2015).

llustracion 1- 3: Mecanismos de secrecion acida y regulacion bioquimica

Receptor-Ligando estimuladores HCI ) Luz
H2 E Histamina ﬁ o glandular
/
et E Sk // » Canaliculo

(presentes en
célula activa)

M 11’ Acetil Colina /
BB I’ GRB /

Adenilato
Ciclasa

Fibras
colinérgicas
posganglionares

Glandula
Oxintica
Capilar
..\‘\ | .
| sanguineo
| \“ g
Péptidos _
dietarios
y LUZ
glandular
Receptor-Ligando reguladores Glandula
Ep @l PCE; Antral
3 <
D rGi,
Receptor :— Somatostatina

llustracion: Eliana Ortiz, basada en Hardman et al. (2012). Algunos derechos reservados.

En la fase cefalica (provocada por estimulos organolépticos) se libera acetilcolina (ACh) y
Péptido Liberador de Gastrina (GRP) por las fibras vagales posganglionares. Tal como
expone la ilustracion 1-3, la unibn de ACh a receptores muscarinicos (M) de las células

similares a enterocromafines (ECL) activa la liberacion de histamina, mientras que el estimulo
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a receptores Mz y M4 en células D, inhibe la secrecion de somatostatina; por otra parte, la
unién de GRP a receptores BB: de las células G induce secrecion de gastrina. Una vez que
la comida llega al estbmago se activa la fase gastrica, desencadenada por nutrientes como
aminoacidos y aminas, estimulando directamente la célula G que, por medio de liberacion de
gastrina, activa células ECL y parietales de las glandulas oxinticas por unién a receptores
CCK.,. La ultima fase de secrecion de &cido gastrico inicia a medida que el alimento llega al

intestino, mediada por la distension luminal y la asimilacion de nutrientes (Hunt et al., 2015).

A Mecanismos moleculares de secrecion de HCI por las células parietales

Las células parietales secretan acido clorhidrico (HCI) y factor intrinseco. Como se observa
en la llustracién 1-3, a nivel de su membrana basolateral tienen receptores muscarinicos tipo
3 (M3) para ACh, H, para histamina y CCK, para la gastrina. En tanto, M3y CCK, estan
acoplados a proteina Gq que intracelularmente estimulan la via dependiente de calcio Ca®*.

Los receptores H, (acoplados a proteina Gs) generan un incremento en niveles de AMP ciclico
(cAMP) en el citoplasma, por estimulo de adenilato ciclasa. Estas dos vias activan la H/K™-

ATPasa (bomba de protones) que intercambia iones de hidrégeno y potasio a través de la
membrana celular, liberando H+ a la luz glandular (Hardman et al., 2012).

La liberacion de hidrogeniones es posible gracias a la disociacion de las moléculas de agua
en el citoplasma. Durante la salida de H*, en relacién uno a uno, se producen iones hidroxilo
intracelular (OH"); estos con mediacion de la enzima anhidrasa carbénica, forman é&cido
carbdnico (H2CO3) al unirse con el CO; (producto del metabolismo de la célula). En seguida,
el H,CO3 se disocia en H* y HCO3' (Juan et al., 2010). Este ultimo se intercambia por CI',
favoreciendo la salida de bicarbonato a la circulacion capilar (marea alcalina), y el ingreso de
CI' plasmatico a la célula que, por transporte activo, se exterioriza a la luz canalicular
mediante canales de cloro. En cuanto al equilibrio de sodio y potasio que circulan en el interior
y exterior celular, la Na*/K*-ATPasa ubicada en la membrana basolateral contribuye al
mantenimiento de los gradientes de Na* y K*: por cada tres Na* exteriorizados capta dos K*.
Asi, el potencial de membrana, en donde el interior basolateral es negativo respecto al exterior

celular, se encarga de atraer K* al interior celular (Rojas et al.,2012).
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1.1.3 Otras secreciones con funcion digestiva

El pepsinégeno, precursor inactivo (zimoégeno) de la pepsina, se libera de la célula principal
por estimulo de ACh (especialmente) y convertido por accién del &cido géstrico y la pepsina
preexistente. La pepsina es una proteasa activa bajo las condiciones acidas del estbmago,
gue degrada las proteinas (10%) de la dieta en péptidos (Mills & Ciorba, 2019).

El factor intrinseco es una glicoproteina necesaria para la absorcién de la vitamina Biz
(obtenida a Unicamente a partir de la dieta). En el ambiente acido, esta vitamina se une con
haptocorrina (producida por glandulas salivales y gastricas) formando un complejo que llega
al duodeno, en donde la haptocorrina es degradada por proteasas pancreaticas. Ya en el
duodeno, el factor intrinseco libre se combina con B2, formando otro complejo que llega hasta
el ileon, en donde es captado por las células epiteliales (endocitosis mediada por receptores
especificos). En el citoplasma, By, se une a transcobalamina Il, favoreciendo asi la exocitosis

y el transporte al higado (Mills & Ciorba, 2019).

1.1.4 Mecanismos reguladores y protectores de la mucosa

Debido a las altas concentraciones de H* presentes en la luz gastrica, se requieren diferentes
mecanismos de defensa para proteger al es6fago, al mismo estomago y al intestino delgado
proximal. El esfinter esofagico inferior en asociacion con el diafragma y el angulo de His por
su parte evitan el reflujo del contenido gastrico 4cido hacia el eséfago. La parte proximal del
duodeno esta protegida del acido gastrico mediante la produccién de bicarbonato,
principalmente de las glandulas de Brunner de la mucosa (Sharkey & MacNaughton, 2018).

A Vias de sefializacién pararegulacién enddégena de la secrecién &cida

Como se observa en la llustracion 1-3, la regulacion de la secrecion acida ocurre por accion
ligando-receptor. Por una parte, las células D (que se encuentran principalmente en las
glandulas antrales), ante un nivel de acidez en la luz gastrica por debajo de pH 3, se estimulan
para segregar somatostatina que, en un ciclo de retroalimentacion negativa, inhibe la
secrecion de gastrina por las células G, reduciendo de forma indirecta la producciéon de HCI
por parte de las células parietales (Sharkey & MacNaughton, 2018). Por otra parte, la
prostaglandina PGE: y la prostaciclina PGI. activan receptores EP3 para reducir la secrecion
de acido por las células parietales inhibiendo la via dependiente de cAMP (Hardman et al.,
2012).



30 Evaluacién preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos
murinos de Ulcera géstrica

A Mecanismos de defensa de la mucosa

Algunos autores clasifican los mecanismos de proteccion de la mucosa en dos grandes
apartados: factores extrinsecos y factores intrinsecos. Los primeros incluyen el flujo
sanguineo, secrecion de moco y bicarbonato; y los segundos, la restitucion celular inmediata,

capacidad cicatrizante y la permeabilidad mucosa a los H* (Juan et al., 2010).

También se describe al sistema de defensa gastrico como una barrera de tres niveles, con
componentes pre-epiteliales, epiteliales y subepiteliales (Hunt et al., 2015; Diaz, 2015), como
se explica en la llustracion 1-4.

La primera es una capa de moco-bicarbonato-fosfolipido que actia como barrera
fisicoquimica para diferentes moléculas enddgenas (pepsina, HCI, acidos biliares, enzimas
pancreaticas) y exdégenas que son lesivas para la mucosa. El moco gastrico se puede
clasificar en dos capas: La capa visible que es la mas interna, se compone principalmente de
agua, mucinas entrelazadas por puentes disulfuro (MUC5AC secretadas por células mucosas
superficiales y MUC6 en menor proporcién por células mucosas del cuello) y altas
concentraciones de HCO3', esta capa contribuye al mantenimiento de un pH neutral, retarda
la difusién retrograda de iones hidrégeno y mantiene el bicarbonato secretado por el epitelio
(Diaz, 2015). La capa externa de moco o0 moco soluble es menos viscosa debido a la ausencia
de enlaces de disulfuro entre las moléculas de mucina; esta se desprende al unirse con
agentes nocivos o alimentos, y a su vez se encarga de liberar constantemente 6xido nitrico
(NO). EI NO contribuye al mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica por el estimulo
en la producciébn de moco gastrico, aumento en el flujo sanguineo de la mucosa y
manteniendo la funcién de barrera de la célula epitelial (Hunt et al., 2015). El estimulo para el
engrosamiento de las dos capas de moco es independiente, sin embargo, ambas responden

al estimulo de la PGE; por mecanismos aun no establecidos (Diaz, 2015).
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llustracion 1- 4: Niveles de proteccidn de la mucosa gastrica
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llustracién: Eliana Ortiz, basada en Diaz (2015). Algunos derechos reservados.
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Las células epiteliales superficiales proporcionan la siguiente linea de defensa al producir
moco, bicarbonato (para mantener un pH de 6.5 a 7.0 en la superficie), algunas
prostaglandinas, proteinas de choque térmico (protectoras ante aumento de temperatura,
agentes citotéxicos o estrés oxidativo), péptidos y catelicidinas de la familia del factor trébol
o Atrefoil d (participan en | a pysodsteaiendoiunianesy r e g e |
estrechas intercelulares. Las células mucosas del cuello de la glandula permiten el reemplazo

de células dafadas o viejas del epitelio (Diaz, 2015; Hunt et al., 2015).

Por altimo, el sistema microvascular en la capa submucosa cumple un papel preponderante
en la defensa y reparacién subepitelial, ya que proporciona un adecuado suministro de
oxigeno y micronutrientes, elimina subproductos metabdlicos toxicos y participa activamente
en la produccion de NO, PGE; y PGI, desde su endotelio vascular (Hunt et al., 2015). La
PGE,, ademas de estimular receptores EPs en las células parietales, activa receptores EP;
provocando un aumento del flujo sanguineo en la mucosa, reduciendo la motilidad géstrica y
estimulando la produccién de bicarbonato; y los receptores EP4 que favorecen la produccion
de moco (Diaz, 2015). Tanto PGl como NO contrarrestan la potente capacidad

vasoconstrictora de tromboxano Az, leucotrieno C4 y endotelina (Guth, 1992).
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1.1.5 Mecanismos de reparacion de la mucosa gastroduodenal

llustracion 1- 5: Clasificacion de lesiones gastricas focales
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La injuria aguda de la mucosa gastrica puede presentar: disrupcion de la capa preepitelial, dafio y exfoliacion de
la superficie epitelial, alteracion de capas mas profundas incluyendo células endoteliales microvasculares, zona
de células progenitoras y células secretoras. El dafio del endotelio microvascular conduce a estasis sanguineo,
déficit en suministro de oxigeno y nutrientes que conducen a necrosis por isquemia; esto genera liberacion de
mediadores vasoactivos proinflamatorios de las células dafiadas (mastocitos, macréfagos y células endoteliales)
gue comprometen la microcirculacion y al final generan necrosis del tejido. La disrupcidon puede clasificarse en:
A: Erosion, que se limita a la capa mucosa; y B: Ulcera: en donde el dafio sobrepasa la capa muscular de la
mucosa (Tarnawski, 1995).

Cuando los factores potencialmente lesivos superan las barreras de proteccion de la mucosa,
se genera un dafo local (llustracién 1-5). Ante una disrupcion del epitelio, primero se da un
proceso de restitucion, en donde la lesién generada es cubierta por células; en esta fase
participan diferentes sustancias como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
transformador del crecimiento alfa (TGF-U) y el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF),
ademas requiere un flujo sanguineo continuo y pH alto en el medio circundante (Del Valle,
2015). Si el defecto demanda gran cantidad de células para la restitucion, en segundo lugar,
se genera una proliferacién de células epiteliales para reemplazar a aquellas que migran al
foco de dafio. Las prostaglandinas y los factores de crecimiento como EGF y TGF-Uregulan
la regeneracion de dichas células (Sans & Soriano, 2000), y a su vez, se desarrollan nuevos
vasos (angiogénesis) dentro del lecho microvascular lesionado con participacion del FGF, asi
como del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Del Valle, 2015). Ante dafios mas
severos que comprometen la membrana basal, por Gltimo, la reparacion sigue el patron de
fases de necrosis fibrinoide, reclutamiento de células inflamatorias, neovascularizacion,
regeneracion de la matriz extracelular, migracion de células epiteliales y remodelacion de la

arquitectura (Sans & Soriano, 2000).
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1.2 Gastropatias y gastritis

Un trastorno géastrico en donde hay dafio epitelial o endotelial sin inflamacion se denomina

fgastr aEhtérninodfi g a s t poi otra parte, es adecuado cuando hay pruebas

histolégicas de inflamacién; sin embargo, en la practica clinica se clasificanen: Aigast r i t i s 0
erosiva y hemorragica (gastropatia); gastritis inespecifica, no erosiva (endoscopia normal,

confirmacion histoldgica), y tipos especificos de gastritis caracterizados por alteraciones

histolégicas y endoscopicas distintas (McQuaid, 2018).

La gastritis aguda erosiva y hemorragica se presenta como una reaccion difusa a factores
irritantes, con compromiso epitelial. Dentro de sus causas se encuentran: hipoxia, lesion
directa de farmacos y otros agentes (antiinflamatorios no esteroideos AINES, aspirina, etanol)
y disminucion del flujo sanguineo (estrés, traumatismos, quemaduras, agentes fisicos o
sepsis) (Narro, 2018).

Los principales tipos de gastritis no erosiva e inespecifica son causados por Helicobacter
pylori, vinculados con anemia perniciosa y gastritis linfocitica. La gastritis aguda neutrofilica
secundaria a H. pylori se caracteriza por una marcada infiltracién neutrofilica y degeneracion
epitelial, con la capacidad de progresar a Ulceras duodenales y gastricas, asi como cancer
gastrico (McQuaid, 2018; Narro, 2018).

En general, diferentes factores independientes o juntos, como el aumento de la secrecién
gastrica, hipoperfusién sanguinea, reduccion del bicarbonato, dafio al epitelio y/o las capas
de moco, contribuyen a la inflamaciéon y dafio de la mucosa gastrica. Los hallazgos
histol6gicos en orden de gravedad incluyen edema y congestiébn de la lamina propia,
neutréfilos en la lamina propia y en el epitelio, erosiones y hemorragia. En el caso extremo,
la mucosa puede resultar denudada en grandes areas, pero por lo general limitada a la parte

superficial de la mucosa (Bejarano, 2015).

EndoscoOpicamente se pueden clasificar en Gastritis Tipo 1. Edema generalizado de la
mucosa, estrechez del antro y apariencia aterciopelada sin erosiones de la mucosa, Tipo 2 0
hemorrégico: presenta pliegues engrosados, disminucion de la distensibilidad, puntos de
hemorragia y erosiones; y Tipo 3 o ulceroso. Se caracteriza por erosiones extensas o Ulceras

acompafadas de hemorragia (Narro, 2018).
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1.3 Ulcera péptica

Se considera como Ulcera a una solucion de continuidad en la mucosa de al menos 5 mm de
diametro, producto de un desequilibrio entre el desafio ejercido por las propiedades altamente
acidas y proteoliticas del jugo gastrico y la capacidad de la mucosa para tolerarlo (Hunt et al.,
2015). La ulcera péptica (UP) se refiere a la pérdida focal de la capa mucosa, con compromiso
de la capa muscular de la mucosa, principalmente del estbmago y del duodeno proximal, y
en menor medida en eso6fago o diverticulo de Meckel, cominmente de caracter cronico
(Lanas & Chan, 2017).

1.3.1 Principales factores de riesgo exdégenos

La enfermedad ulcero-péptica (EUP) es heterogénea de etiologia multifactorial en donde el
consumo de alcohol, el tabaquismo, las infecciones por H. pylori y el uso inadecuado de
AINEs constituyen los mas importantes factores de riesgo exégenos (Selmi et al., 2017). La
bacteria H. pylori y AINEs son los principales, aunque pocas personas con estas condiciones
desarrollan Ulcera péptica, lo que sugiere que la susceptibilidad individual al microorganismo y
a la toxicidad del medicamento es esencial para el inicio de dafio de la mucosa (Lanas &
Chan, 2017).

El tabaquismo por si mismo ya no se considera factor etiolégico primario de la EUP, sin
embargo, interfiere negativamente con el proceso de cicatrizacion de la mucosa y favorece
las recidivas. Algo similar ocurre con las Ulceras por estrés, pues, aunque algunas
publicaciones asocian directamente el estrés psicolégico y la UP, hay evidencia de que la
erradicacion de H. pylori y la supresion de AINEs previenen la recidiva de Ulcera,
independientemente de los factores psicolégicos (Ber Nieto, 2012).

La bacteria H. pylori ingresa al tracto digestivo via fecal-oral u oral-oral, produce ureasa para
producir un medio alcalino, esencial para su supervivencia en el estdbmago. Expresa
adhesinas tales como la BabA o la OIPA para unirse a la membrana de las células epiteliales,
generando una reaccion inflamatoria con migracién de polimorfonucleares y linfocitos,
promoviendo la generacion de foliculos linfoides caracteristicos de esta infeccion (Correa,
2016). Por otra parte, afecta negativamente a algunas sustancias estimulantes de la

regeneraci-n mucosa, como el EGF y el TGFU (Carre
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Los AINEs pueden ejercer un efecto toxico local directo sobre la mucosa y reducir la sintesis
de prostaglandinas al inhibir las ciclooxigenasas (COX) principalmente COX-1. El consumo
de AINEs a largo plazo se ha relacionado con prevalencia de Ulceras gastricas (10-20%) y
duodenales (2-5%), con un mayor riesgo de presentacién en los primeros tres meses de
terapia y en pacientes mayores de 60 afos, en personas con historial previo de enfermedad
ulcerosa o que consumen algun AINE en combinacion con aspirina, corticosteroides o

anticoagulantes (McQuaid, 2018).

1.3.2 Agentes farmacoldégicos convencionales

A Antisecretores de acido

Incluyen inhibidores de la bomba de protones (PPI) como el Omeprazol, que se unen de
forma covalente a la H'/K*-ATPasa, son notablemente seguros para la terapia a corto plazo,
pero su uso a largo plazo puede conducir a una disminucion leve de la absorcion de vitamina

B2, hierro, magnesio y calcio. Los estudios observacionales sugieren un mayor riesgo de
infecciones entéricas por Clostridium difficile, neumonia y un mayor riesgo de fractura de
cadera (un aumento de 1,4 veces) (Carretero, 2016); epidemiolégicamente se ha observado
un aumento de 2.4 veces en el riesgo de presentacion de cancer gastrico en sujetos
sometidos a terapia de erradicacion para H. pylori (Cheung et al., 2017). Los antagonistas
de los receptores H, como la Ranitidina, inhiben eficazmente la produccién de acido nocturno,
pero son menos efectivos para inhibir la secrecién acida estimulada por la comida. Sus

efectos adversos graves son raros (Carretero, 2016) (Tabla 1-2).

A Protectores de la mucosa

El sucralfato de bismuto se une a la base de la ulcera, favorece la produccion de mucina y
bicarbonato, y se destaca en este grupo porque ademas presenta accion anti H. pylori. De
forma similar, el misoprostol (analogo de prostaglandina) estimula el moco gastroduodenal y
la secreciéon de bicarbonato, es eficaz como agente profilactico en pacientes que toman
AINEs para reducir la probabilidad de presentacion de Ulceras gastroduodenales, con la
desventaja de que debe administrarse cuatro veces al dia y causa diarrea en el 10-20% de
los pacientes. Por otra parte, se encuentran los medicamentos antiacidos que pueden ser
absorbibles (citrato o bicarbonato sédicos) o no absorbibles (hidréxido de calcio o de
aluminio) (Hardman et al., 2012) (Tabla 1-2).


https://accessmedicine-mhmedical-com.ezproxy.unal.edu.co/drugs.aspx?GbosID=133638
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A Terapia anti- H. pylori

Se usan dos o tres antibiéticos con un PPI o bismuto para para reducir la cantidad de fallas
terapéuticas relacionada con resistencia a los antibiéticos. Por ejemplo, PPI (omeprazol,
lanzoprazol, rabeprazol, esomeprazol) mas amoxicilina y claritromicina por 14 dias, o PPI

mas bismuto, metronidazol (mayor prevalencia de resistencia, pero alternativa a alergia a

penicilinas) y tetraciclina (Sharkey & MacNaughton, 2018).

Tabla 1- 2: Resumen de medicamentos en Ulcera péptica

Medicamentos Usos terapéuticos Caracteristicas para tener en cuenta
Inhibidores de la bomba de protones
1 Formas para el reflujo &cido sin receta
i 1 Por lo general bien tolerado
1 Ulcera gastrica S ” . .
. 1 Posible interaccion con clopidogrel (controversial)
1 Ulcera duodenal . . . .
1 Aumenta la incidencia de osteoporosis: fracturas asociadas
Esomeprazol 1 Esofagitis erosiva o
con la cadera, mufieca y columna
Lansoprazol 1 Enfermedad de reflujo .
I Diarrea
Omeprazol gastroesofagico o -,
1 Nefritis intersticial
Pantoprazol 1 Erradicacion de H. pylori o ) ] o
. . 1 Puede causar deficiencia de cianocobalamina (vitamina B12)
1 Sindrome de Zollinger-
o 23 af
Ellison con el uso diario prolongado (>3 afos)
1 Interacciones con investigaciones diagnésticas de tumores
neuroendocrinos
Antagonistas de receptores Hstamina (H2)
1 Ulcera géstrica
Cimetidina (para promover la cura)
Famotidina 1 Ulcera duodenal 1 Ya no se recomienda para tratar Ulceras activas
Nizatidina (para promover la cura) 1 Por lo general bien tolerado
Ranitidina 1 Enfermedad de reflujo
gastroesofagico
Protectores de la mucosa
1 Raramente usado por los efectos secundarios
. o i 1 No puede ser usado en la mujer en edad reproductiva
Misoprostol Profilaxis para ulcera )
{ Diarrea
1 Vendido en combinacién con el diclofenaco
o . 1 Por lo general bien tolerado
Sucralfato Profilaxis para Glcera o
9 Constipacion
91 Sin receta; por lo general bien tolerado
o 1 Reflujo acido )
Anti4cidos . 1 Na* y AI*3 produce problemas potenciales en enfermedad
9 Esofagitis
cardiovascular y enfermedad renal

Adaptado de Sharkey & MacNaughton (2018).
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1.4 Estrés oxidativo y enfermedad gastrica

1.4.1 Radicales libres y mecanismos antioxidantes

Los radicales libres son moléculas o &tomos que contienen un electrén (e-) no apareado en
su orbital exterior. Son altamente reactivos ya que tienden a captar un electrén de otros
atomos para lograr estabilidad electroquimica, alterando el equilibrio de otras moléculas, que,
por medio de reacciones en cadena alteran la integridad de las células y tejidos. Las Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) o ROS por sus siglas en inglés, y Especies Reactivas de
Nitrégeno (ERN) o RNS, incluyen tanto radicales libres como no radicales, producto de

diferentes reacciones metabdlicas (Maldonado et al., 2010) (Tabla 1-3).

Tabla 1- 3: Principales especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS)

Radicales Libres
ROS RNS
Superoxido Ao Oxido nitrico NOA
Hidroxilo A OH | Di6xido de nitrégeno NO:
Hidroperoxilo A O O H Radical nitrato NO3
Peroxilo ROOA
Alcoxilo ROA
Oxigeno Singlete 102
No Radicales
ROS RNS
Peroxido de hidrégeno H202 | Acido nitroso HNO:2
Acido hipobromoso HOBr | Catidn nitrosilo NO*
Acido hipocloroso HOCI | Anidn nitrosilo NO”
Ozono O3 Tetra 6xido di-nitrdgeno NO204
Perdxidos organicos ROOH | Tri 6xido di-nitrégeno NO203
Peroxinitrito ONOO
Peroxinitrato 02NOO
Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitrito ROONO
Alquil peroxinitrato RO20NO

Tomado de Sanchez & Méndez (2013)

Las ROS en concentraciones moderadas contribuyen a procesos fisiolégicos como la muerte
de patégenos y procesos de reparacion de tejidos. Sin embargo, la radiacion ultravioleta (UV),
el tabaquismo, el consumo de alcohol, la ingestiéon de AINESs, asi como infecciones, lesién por
isquemia-reperfusion (I/R) y diversos procesos inflamatorios producen grandes cantidades de
ROS. Ante el desequilibrio entre produccién de estas moléculas reactivas y la capacidad
antioxidante, se genera un proceso de estrés oxidativo (EO), que se traduce en peroxidacion
lipidica (generando dafio de membranas celulares y otros compuestos que contengan

lipidos), rotura del ADN y degradacién proteica (Bhattacharyya et al., 2014).
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Un antioxidante se refiere a cualquier sustancia que, presente en concentraciones bajas en
relacién con el sustrato, retrasa o previene significativamente la oxidacién de dicho sustrato.
Se pueden clasificar en dos grandes apartados: Antioxidantes enzimaticos y no enziméaticos
(Vaquero & Molero, 2005) (Diagrama 1-1).

Diagrama 1- 1: Clasificacion de antioxidantes

Glutatiéon
peroxidasa GSH-Px

Selenoproteinas f ————————
+T|orredoxma B

. reducatasa TRX
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Superoxido |
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Metaloproteinas =
{ Catalasa = CAT |
%)
L -
<z( Compuestos Glutation GSH
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>é Donantes de grupos GSH ‘
:
< [—
Carotenoides Licopene
. - Luteina
= No enzimaticos Vitaminas
antioxidantes Ll 45 ascérbico (Vitamina C)l

Tocoferol (Vitamina E)

Quercetina

Flavonoides

d

Rutina

+ Polifenoles Resveratrol‘ Catequinas‘

Hidroxitirosol

Realizado con informacién de Vaquero & Molero (2005)

En la via enzimatica son de gran importancia Stperéxido Dismutasa (SOD), Catalasa (CAT)
y Glutation Peroxidasa (GSH-Px) que se encargan de mediar las reacciones para convertir
las ROS en atomos o moléculas mas estables. La via no enzimatica o de barredores de
radicales libres (scavengers), en donde se destacan el glutation reducido (GSH) (end6geno),
vitamina C y vitamina E, carotenoides y flavonoides (exégenos), en resumen, estd mediada
por sustancias que donan e- a otras, reduciéndolas y haciéndolas menos reactivas (Sanchez
& Méndez, 2013; Bhattacharyya et al., 2014).

Las principales ROS son el anion superoxido (82-), el perdxido de hidrégeno (H202) y el

radical hidroxilo (AOH) (Esquema 1-1). La formacion inicial de A0, da origen a especies
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reactivas como el H,O; (clave en la sefalizacion celular) y en cadena otros como el AOH
(altamente lesivo) (Vaquero & Molero, 2005). Las ROS actuan principalmente sobre los anillos
arométicos de proteinas y grupos tiol (-SH) de amino&cidos; también alteran el ADN nuclear
y mitocondrial produciendo mutaciones. ElI A O Hpor ejemplo, puede afectar purinas como
pirimidinas formando aductos (Bhattacharya, 2015).

La peroxidacion lipidica es un proceso radicalario autocatalitico de tres etapas: Iniciacidn, en

donde radicales como el AOH captan un 8§tomo de
§cidos grasos (APUFAsO m8s sensi bl e<l)carbmj ando
generando un radical lipidico. En la propagacién, el radical generado sobre el carbono sufre

un reajuste molecular para formar un dieno conjugado que es capaz de combinarse con el
ox2geno para for mar u nelcushpléde sustragp enmuexoialorno d¢ ROOA)
hidrogeno y empezar una reaccion en cadena que continla hasta el agotamiento del sustrato

o la interrupcion del proceso por antioxidantes. Finalmente, en la terminacién, los
hidroperéxidos formados se descomponen en etano, pentano, cetonas y aldehidos (como el
malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal), que pueden reaccionar con proteinas y

acidos nucleicos. A nivel de las membranas, dicha lipoperoxidacion produce cambios de

fluidez, aumento de permeabilidad, disminucién del potencial de membrana y consecuente

muerte celular (Céspedes & Castillo 2008; Mufiiz et al., 2014).

Esquema 1- 1: Formacion y metabolizacion celular de principales ROS

Radiacion UV |[ Farmacos ][ Agentes toxicos ] ESTIMULOS EXOGENOS
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Dafio a proteinas y ]

Adaptado de Vaquero & Molero (2005).
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1.4.2 Especies reactivas de oxigeno

y dafio a la mucosa gastrica

Diagrama 1- 2: Induccién de estrés oxidativo y efectos fisiopatoldgicos a nivel gastrico.
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\_ J

Traducido de Bhattacharyya et al. (2014).

Ademas de diferentes factores externos (Diagrama 1-3), los leucocitos fagociticos son la
principal fuente de ROS en la inflamacion crénica, como se observa en la gastritis o EUP
inducida por H. pylori. Las ROS y H. pylori colaboran para activar los factores de transcripcion
NF-kB y AP-1 en el epitelio gastrico que regulan positivamente la expresion de las
guimioquinas, como la IL-8, la cual tiene la capacidad de estimular la migracién de neutroéfilos

a la capa epitelial gastrica y su posterior activacion, exacerbando el proceso inflamatorio

preexistente (Bhattacharyya et al., 2014).
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1.5 Modelos animales de ulcera péptica

Las Ulceras pépticas pueden ser inducidas in vivo por manipulaciones fisiologicas,
farmacoldgicas, quimicas o quirdrgicas (Diagrama 1-4, explicados en Tabla 1-4) en diferentes
especies animales, siendo los roedores (ratas y ratones) los mas utilizados. Con ellos pueden
evaluarse propiedades preventivas o curativas de los medicamentos u otras sustancias en
funcién del tiempo o método de induccién de lesiones gastricas. Para estudios preventivos,
es aconsejable tratar a los animales dias antes de la administracion o ejecucion del agente
ulcerogénico; mientras que, en el caso de los modelos curativos se induce el dafio y
posteriormente se administra tratamiento en diferentes dias. En ambos casos se realiza
medicién de la extension de las lesiones para medir el nivel de proteccion, y en modelos
curativos es deseable determinar el grado de cicatrizacion. No obstante, en el caso particular
de EUP, la eleccion de un modelo adecuado no es sencilla, pues cada uno cuenta con
ventajas y desventajas considerables (Adinortey et al.; 2013).

Diagrama 1- 3: Clasificacion de los modelos de Ulcera péptica en animales

Biomodelos de ulcera péptica
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Realizado con informacion de Adirnortey et al. (2013)



42 Evaluacién preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos

murinos de Ulcera géstrica

Tabla 1- 4: Descripcion de modelos in vivo de Ulcera péptica

MODELO CARACTERISTICAS Y PROTOCOLO
Aumento de secrecién de acido gastrico por estimulo de liberacién de Histamina,
reduccion de moco por bajo flujo sanguineo, reflujo de jugo pancreatico, aumento de
motilidad gastroduodenal y aumento de actividad vagal (estimulo colinérgico)
Estrés Ayuno 24-36h
1 Inmersién individual en tanque vertical (agua 20°C) al nivel del xifoidesA 17h
91 Inmersidn individual en tanque vertical con agua fria al nivel del xifoidesA 2-4h
1 Restriccion de movimiento en refrigerador con ventilacién a 2-3°C A 2-4h.
Reduccion de secrecion de bicarbonato, flujo sanguineo y recambio-reparacion de
células de la mucosa por inhibicion de sintesis de PGE2 via COX.
Ayuno 24-36h
AINEs 1 Administracion Indometacina 40-100mg/Kg PO, 4-8h de accidn.
1  Administracién Aspirina (ASA) 125-150mg/Kg PO, 4 h de accion.
1 Administracién Ibuprofeno 400 mg/Kg PO, 5 h de accion.
Solubiliza moco, penetra a la mucosa generando lesiones por efecto téxico directo,
aument o2 yHeO, polestimulo de actividad xantina oxidasa, aumento de Ca**
Sl intracelular por incremento de permeabilidad de membranas a Na* y H20, mayor

susceptibilidad al &cido géstrico y reduccion de flujo sanguineo.

Ayuno 24-36hA administracion etanol 70-96% PO, 1mL por cada 100 o 200g de
peso, 1-4h de accion.

Acido acético

Necrosis local delimitada desde la capa submucosa que se consolida en 48 a 72
horas, util para evaluar proceso de cicatrizacion de la lesion, cronica por su
persistencia en el tiempo y por su apariencia e histologia.

Ayuno 24hA incision epigéstrica por linea media bajo anestesiaA inyeccién de acido
acético al 10-20% (0,03mL) en submucosa de la porcion glandularA cierre de
abdomen-recuperacion individual, acceso al alimento 1h BID A 72h post cirugia se
administran tratamientos BID x 7-14dias.

Aumenta secrecion de acido gastrico, potente actividad vasodilatadora que genera
aumento de permeabilidad vascular, motilidad anormal y reduccion de la

Histamina o
produccién de moco.
Ayuno de 18hA administracion de fosfato de histamina 40-100mg SC, 2h de accion.
Estimulo adrenérgico y colinérgico con mayor liberacion de histamina y
consecuente aumento de secrecion de acido gastrico. La hipermotilidad gastrica es
Reserpina muy importante en generacion de Ulceras para este modelo.
Ayuno 36hA administracion de Reserpina en solucién (10-80%) 5-8 mg/Kg IP, 24h
de accion.
Reduce el flujo sanguineo de la mucosa gastrica por vasoconstriccion, liberando
. enzimas lisosomales por isquemia e hipoxia celular. Hipermotilidad géstrica.
Serotonina

Ayuno 24 -36 h con privacion de agua 2hA Administracion dosis Unica de serotonina-
creatinina sulfato 0,5 ml de 50-80 mg/Kg SC, 6h de accion.

Ligadura de piloro

Acumulacion de acido gastrico en el estbmago que produce autodigestion de
epitelio gastrico.

Ayuno 24-72hA laparotomia por linea media, ligadura a nivel del esfinter pilérico,
cierre de abdomen por capas y recuperacion de anestesia, 6-20h post-cirugia.

Dietilditio-
carbamato (DDC)

Estimula reacciones que generan radica | e 3-eAOH

Ayuno 24hA ligadura pilérica y posterior administracion de 1mL DDC 800 mg/Kg SC
+ 1 ml de HCI 0.1N PO, 7h tiempo de accion.
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Tabla 1-4: Descripcion de modelos in vivo de Ulcera péptica (Continuacion)

MODELO

CARACTERISTICAS Y PROTOCOLO

Azul de Metileno

Desacopl a ATPas as,inhibetadxide nitéco sirdasaXréduce NO),
afin a receptores muscarinicos e inhibe actividad colinesterasa, reduce flujo
sanguineo a la mucosa con consecuente estrés oxidativo generando Ulceras

Reperfusion (I/R)

(040 gastricas y duodenales.
Ayuno 24hA AM 100-125mg/Kg PO, 4h de accién.
La reperfusion luego de isquemia genera gran cantidad de radicales libres que
. desencadenan Ulceras en mucosa gatroduodenal.
Isquemia-

Ayuno 24hA laparatomia bajo anestesia: extremos esofagico y pilérico del estbmago
se sujetan con clips. Enseguida, la arteria celiaca se sujeta en un punto distal a 0,5
cm de la rama hacia la aorta durante 30 minutosA se reperfunde durante 20 minutos

Cisteamina

Estimula secrecién de acido gastrico por reduccion de somatostatina y aumento de
gastrina, inhibe secrecién de moco de las glandulas de Brunner en el duodeno
proximal, reduce factores de crecimiento epidérmico y secrecion de bicarbonato,
citotoxicidad porr adi cal es AOH y acuménlFaci - n i nt

Administracion clorhidrato de cisteamina 400 mg/Kg PO dosis Unica para modelo
agudo, o 2 veces cada 4 horas + cisteamina-HCI al agua potable durante varios
diasA 24h de accion.

Indometacina +
Histamina

Aumento de secrecion de acido gastrico, reduccion de secrecion de bicarbonato
por glandulas de Brunner en duodeno A Ulcera duodenal.

Ayuno 24hA Indometacina 5 mg/Kg SC A 30 min después diclorhidrato de histamina
40 mg/Kg SC 3 veces en intervalos de 2,5hA 3h de accion.

Acido ascérbico +
hierro ferroso

Peroxidacion lipidica mediada por especies reactivas de oxigeno, reduce la
viscosidad del moco gastrico.

Ayuno 18hA laparotomia a nivel del epigastrio bajo anestesiahA se expone el
estdmago y se inyecta FeS04 4.4 pM y &cido ascérbico 400 pM en solucién salina
(0,025mL) a nivel de la submucosa de la porcion glandular, cierre de abdomen y
recuperacion individualA 7-14 dias de tratamiento.

Acido acético +
H. pylori

Necrosis focal de la capa mucosa-submucosa del estdmago con accion de H.pylori
gue retarda proceso de cicatrizacion, desintegracion de moco mediado por
enzimas, endotoxinas, y activacion de neutréfilos que generan estrés oxidativo.

Ayuno 24h A método de Ulcera por &cido acéticoA 24h después de la cirugia, se
inocula 1mL de cepa patdgena confirmada de H. pylori en caldo de cultivo por sonda
orogastrica y se repite 2 dos veces por dia durante 7 diasA 72h después de la cirugia
se administran tratamientos por varios dias

Realizado con informacion de Adirnortey et al.(2013).

Souccar y Lapa (2002) proponen algunos modelos agudos para evaluar el potencial de
sustancias promisorias, como induccion de lesiones gastricas por medicamentos (ASA,
Indometacina), por estrés, o por Etanol, debido a su similitud en etiopatogenia con EUP; sin
embargo, las lesiones en la enfermedad real tienden a permanecer por largos periodos y por

ello sugieren verificar la actividad bioldgica curativaen un modelo crénico como el de induccion

de Ulcera por &cido acético (Souccar & Lapa, 2002).
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1.6 Physalis peruvianalL.
llustracion 1- 6: Physalis peruviana L. partes aéreas
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Fotografia 1- 2: Physalis peruviana L. en cultivo

Physalis peruviana L. es una especie de planta nativa de Suramérica,
region de los Andes; miembro de la familia fSolanaceaedy del género
fPhysalisg que crece inicialmente en forma herbacea y a partir del segundo
afio forma un arbusto perenne y semilefioso; flores solitarias amarillas;
hojas simples, alternas, acorazonadas y pubescentes con un tamafio entre
5y 15cmde largo y 4 a 10 cm de ancho; su producto comercial es el fruto,
una baya redonda, jugosa, semiécida y dulce, con un diametro que oscila
entre 1,25 y 2,5 cm y pesa entre 4 y 10 g, cubierta por una cascara

protectora (céliz) compuesta por cinco sépalos (Fischer et al., 2014).

) A, - s S

Tomada de Fischer et al. (2014)

Se cultiva principalmente en Colombia, Perti y Ecuador,endondes e conoce como Aucl
il a gymatooy fAuvill ad r @asnpiéncse pradacenennBgipto, Sudafrica, India,

Nueva Zelanda y Australia. En paises de habla inglesa recibe el nombredefigol denberryo
icape g o oColermbaly Ecyadortienen la mayor cuota de mercado como productores

en Latinoamérica (Fischer et al., 2014). En Colombia es la fruta mas exportada después del

banano (Analdex, 2016); de 2017 a 2018 se incrementaron las cifras en un 18%, siendo

Paises Bajos (58%), Alemania (11%) y Reino Unido (11%) los mayores importadores de la

baya. La produccion nacional en general ha tenido un crecimiento importante entre 2012 y

2017 (Grafical-1A), atribuible en gran parte a Departamentos como Boyaca, Cundinamarca

y Antioquia (Grafical-1B) (PROCOLOMBIA, 2019).

Gréfica 1- 1: Produccién de Uchuva en Colombia

A: Periodo 2012-2017 B: Por Regiones 2017
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= Boyacd = Cundinamarca = Antioquia = Otros
Se destacan tres ecotipos de P. peruviana L.: originarios de Colombia, Kenia y Sudafrica. El
tipo colombiano se caracteriza por frutas pequefas (promedio 5 g), un color mas vivo y mayor
contenido de azlcar en comparacion con los ecotipos de Kenia y Sudafrica, que le dan

caracteristicas mas apetecidas en el mercado (Puente et al., 2011).
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1.6.1 Aspectos fitofarmacoldgicos

Las propiedades medicinales de P. peruviana L. se han asociado a su composicion de
metabolitos secundarios, vitaminas y minerales (Diagrama 1-4) que le confieren actividad

aniinflamatoria, antimicrobiana y anticancerigena principalmente (El-Beltagi et al., 2019).

Diagrama 1- 4. Compuestos de P. peruviana L. que favorecen el estado de salud.

Actividad barredora de radicales libres y ROS. Promueve formacion de
Vitamina C colageno. Inhibe formacion de compuestos N-nitrosos (nitrosaminas
cancerigenas)

Antioxidante méas importante en membranas lipidicas. Inhibe la formacion de
compuestos N-nitrosos en el estébmago. Proteccién del selenio contra la

Vitaminas Vitamina E reduccion y proteccién de los 4cidos grasos poli-insaturados en las
membranas lipidicas contra el dafio oxidativo.
Vitaminas Ayudan al cuerpo a convertir los carbohidratos para producir energia.
Favorecen el metabolismo de las grasas y proteinas. Regulacion del sistema
B3y Bg Nnervioso.

K* es un catién predominantemente intracelular, que participa en la captacion

Potasio celular de moléculas contra los gradientes electroquimicos y de
concentracion, en la electrofisiologia de los nervios y muisculos y en la
regulacién acido-base.

Minerales P se usa en una gran variedad de compuestos fosforilados que son necesarios
Foésforo para los procesos de transferencia y almacenamiento de energia metabolica,
activacion y control de enzimas

Presentes en bajas concentraciones, importantes en diferentes
rutas metabdlicas del organismo.

Ca, Fe, Mn, Mgy Zn

Acidos Acidos cafeico, Se cree que participan en la inhibicién de la promocién y
L clorogénico, ferdlico, progresion de tumores, aungue sus mecanismos aun no
fendlicos p-cumarico y gélico _estan claros.

Contrarrestan actividad de especies reactivas como
superdxido, radical hidroxilo, radicales peroxilo, acido

Fenoles Quercetina, rutina,

Flavonoides r_nmtcetlr_]a, hipocloroso y &cido peroxinitroso. También pueden
epicatequina y quelar los iones metalicos, evitando su actividad
catequina.

prooxidante.

(el mayor responsable del color de la  Prevencién del cancer debido a su
fruta) es un inhibidor del oxigeno  actividad de provitamina A, esencial
singlete y también puede inhibir l1a  para el mantenimiento normal de la
peroxidacion lipidica. Sin embargo, su  diferenciacién celular epitelial.
actividad es relativamente débil.

Carotenoides b-caroteno

Pertenece a un grupo de esteroides naturales que generalmente se encuentran en las plantas de
; Al la familia Solanaceae. Han sido estudiados en diferentes partes de la P. peruviana L., pero no
Withandlidos ) ; : > | ;
hay evidencia de su presencia en el fruto, por lo cual los beneficios de la baya no podrian
atribuirse con certeza a estos como se ha sugerido en la literatura.

Son pseudoesteroides que se han aislado de plantas del género Physalis sp. asociados a
Physalina actividades antitumorales, antibacterianas e inmunosupresoras .Tampoco hay informacion sobre

el contenido de physalina en el fruto, ni evidencia de mecanismos de actividades beneficiosas
de su consumo oral.

Realizado con informacion de Olivares-Tenorio et al., (2016).

UULGaRURRY

Diferentes factores como origen, etapa de madurez, condiciones de crecimiento,
almacenamiento y diferencias en los métodos analiticos empleados pueden ser responsables
de una gran variacién en el contenido de compuestos fitoquimicos de la fruta. Por ejemplo, el
cont eni do de -carotan@son dimeatam@ntg/proporcionales a la etapa de madurez.
Asi mismo, el procesamiento térmico y no térmico tiene un efecto sobre la capacidad de

extraccion de los fitoquimicos (Olivares-Tenorio et al., 2016).
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A Extracto Etandlico de frutos de Physalis peruviana L.

El Extracto Etandlico de la fruta presenta diferentes metabolitos secundarios biologicamente
activos, principalmente acidos fendlicos y flavonoides (Tabla 1-5), asi como glucésidos,
esteroles, saponinas, taninos, lactonas y alcaloides; lo cual sugiere efecto de sinergismo de

sus actividades farmacoldgicas (Sathyadevi & Subramanian, 2015)

Tabla 1- 5: Contenido de fenoles de diferentes partes de P. peruviana L.

Parte Contenido fendlico total en equivalente Contenido total de flavonoides en equivalente
de AG (mg AG/g muestra) de QE(mg QE/g muestra)
Fruta 1.505 £ 0.002 0.423 +£ 0.004
Semilla 4.956 = 0.001 0.737 £ 0.034
Hoja 1.368 £ 0.012 0.635 + 0.005
Cuerpo 0.466 + 0.009 0.294 + 0.004
Raiz 0.242 + 0.023 0.062 + 0.001

AG: &cido galico; QE: quercetina.
Tomado de Ertirk et al. (2017)

Como ejemplos, se puede citar la actividad antidiabética por inhibicion de carbohidrasas
intestinales (Rey et al., 2015). En modelos de cancer pulmonar inducido por NNK en ratas ha
demostrado capacidad protectora (El-Kenawy, 2015); Es un potencial anticancerigeno e
inmunomodulador en cancer cervical (células HelLa) y fibroblastos (L929) (Mier-Giraldo et al.,
2017), potente en concentraciéon de 800 ug/mL contra las células pulmonares (A549), con
ligero efecto contra las células del adenocarcinoma colorrectal (Caco-2) (El-Beltagi et al.,
2019). Asi mismo, se reporta una potente actividad antihepatoma in vitro (Hep G2) (Wu et al.,
2004), con moderada proteccion en modelos in vivo de dafio hepatico por CCls (en ratas)
comparado con el extracto acuoso (Taj et al.,2014). A dosis de 150 mg/kg protege
significativamente contra lesion renal inducida por CCls en ratas atribuible a mecanismos
antioxidantes (Ahmed et al., 2014). Tiene capacidad antimicrobiana contra las bacterias
grampositivas (Bacillus cereus) y gramnegativas (E. coli), y algunas especies de hongos
(Aspergillus niger y Candida albicans) (El-Beltagi et al., 2019); gran capacidad de inhibicion
(hasta 95%) en diferentes cepas de Listeria spp. (Cueva et al., 2017). Ademas, podria
contrarrestar dafio oxidativo inducido por los compuestos neurotoxicos (Areiza-Mazo et al.,
2018).
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2.0bj eti vos

2.1 Objetivo general

Evaluar posibles propiedades antiulcerosas de la fraccion butandlica del fruto de Physalis

peruviana L. en modelos murinos de Ulceras géstricas.

2.2 Objetivos especificos

A Estandarizar diferentes modelos de Ulcera gastrica usando roedores como reactivo

bioldgico.

A Evaluar la posible actividad biolgica de la fraccion butandlica del fruto de Physalis

peruviana L. en biomodelos animales de Ulcera géastrica.

A Proponer modos de accion probables de la fraccion butandlica del fruto de Physalis

peruviana L. a nivel gastrico en procesos ulcerativos inducidos en roedores.
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3. Met odol og? a

3.1 Materiales y reactivos

A Materiales e instrumentos

Percolador Siliser® 5 L, Erlenmeyer PYREX® de 2000 mL, embudos, tubos de ensayo,
probeta 50 mL, bal6n aforado, capilares, cubetas de cuarzo de 1 cm de paso.

Sondas metalicas para administracion orogastrica, kit de diseccién, férceps de acero

quirdrgico punta circular de 0.5 cm de diametro interno.

Jeringas desechables de plastico 1-20 mL, agujas hipodérmicas G21-27, sutura VICRYL®
(poliglactina 910) Recubierta y seda BRAIDED SILK® 4-0, campos quirdrgicos, viales
Eppendorf de 0,5 mL T 2 mL, TLC Silica gel 60 Fzs4 Merck®, puntas de micropipeta.

Maquina de peluqueria veterinaria Oster® A5 Golden de una velocidad, pipetas monocanal
Select BioProducts de 5-50, 20-200 y 200-1000 pL de capacidad, pipeta repetidora.
Microplaca de 96 pocillos TPP® fondo plano.

(lustraciones: Tableta graficadora Wacom® INTUOS pro
Paper Edition, con programa SketchBook de Autodesk®)

A Reactivos

Extraccion material vegetal: Alcohol etilico desnaturalizado 40B J.T.Baker®, Hexano
J.T.Baker®, Diclorometano J.T.Baker®, Acetato de Etilo Merck J.T.Baker®, n-butanol
Merck®.

Modelos animales: Etanol Merck®, Indometacina Sigma®, Bicarbonato de Sodio
Mallinckrodt®, Aido Acético glacial Panreac®, Oeprazol Lasanté®, Ketamina Ketafine®,
Xilacina Virbac®, Suero fisiol6gico Baxter®, yodopovidona Bactroderm®, alcohol

antiséptico MK®, Clorhexidina Baxidin®, Popilenglicol panreac®, Glicerina Panreac ®.
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Pruebas bioquimicas: Butanol Mallinckrodt®, Acetato de Etilo, Acido Acético glacial
Panreac®, Soda (NaOH 0.082N), Fenoftaleina, Alcian Blue 0,1% Sigma®, sacarosa,
Cloruro de Magnesio Riedel-de-Haén, Eter dietilico J.T Baker®, Complejo férrico-2,4,6-
tripiridil-s-triazina Sigma®, Buffer de acetato, Cloruro férrico Merck®, Acido Clorhidrico
Merck®, Sulfato ferroso, Acido Galico Sigma®, Heparina Inhepar® 5000 Ul/mL, Acido
Bicinconinico BCA Sigma® B9643, Albumina Sérica Bovina(BSA) Proteina estandar micro
liguido 1mg/mL Sigma®, Sulfato de Cobre en solucion 4% p/v Sigma®, Acido
Tricloroacético Merck®, 1,1,3,3-tetrametoxipropano TMP Sigma®, Acido Tiobarbitirico
Sigma®, Buffer fosfato (con Sodio dihidrogenofosfato monohidratado Merck®), Acido 5,5-
dithio-bis-(2-nitrobenzoico) Sigma®, L-Glutatién reducido Sigma®, Trizma® base Sigma,
Buffer Sodio Fosfato, Acido etilendiaminotetraacético Sigma®, Hipoxantina Sigma®,
Hidroxido de Potasio Merck®, Citocromo C de coraz6n de caballo Sigma®, Superéxido
Dismutasa Sigma®, Xantina Oxidasa de leche bovina Sigma®, Peroxido de Hidrégeno
30% Perhydrol®.

3.2 Equipos

Agitador vortex Labscient® V8

Balanza electrdnica analitica QUIMIS® Q500L210C

Balanza Ohaus® con canastilla y tapa (para pesar animales)
Cémara profesional Sony 1040136

Centrifuga Hettich® MIKRO 220R

Espectrofotometro BIORAD (xMark microplate manager® 6 software)
Espectrofotémetro ATI Unicam UV2-100

Estufa industrial de bandejas Stokes®

Estufa universal Memmert®

Liofilizador CHRIST Beta 1-8 LD plus

Liofilizador LABCONCO Lyph.LOC 6

Polytron PT2100 Kinematica AG®

Refrigerador-congelador -20°C

Rotavapor BuchiB-100 X750mbar 50°C

Triturador industrial-licuadora Vitamix®

Triturador Oster modelo 3320-013 70Grz 120V

UVP CROMATO-VUE C-706

=A =4 =4 =4 4 4 -4 -4 4 -4 4 -4 -4 4 -4 -4 I
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3.3 Material vegetal

3.3.1 Obtencidn, seleccion y procesamiento de la materia prima

Se adquirieron 11 Kg de frutos en calices de Physalis peruviana L. ecotipo colombiano de
calidad nacional (excedentes de clasificacion para exportacién) por medio de un
distribuidor con cultivos certificados (Granada-Cundinamarca). Se realizé separacioén de
los calices, y se seleccioné el fruto teniendo en cuenta la norma técnica colombiana NTC
4580 (ICONTEC, 1999) eligiendo las bayas en estados de madurez entre 4 y 6 como

materia prima para el extracto (llustracion 3-1).

llustracion 3- 1:Tabla de color de la uchuva

= 1= I A
0 1 2 3 4 5 6

Adaptado de ICONTEC (1999)

Los frutos fueron lavados con abundante agua, secados con toallas de papel absorbente,
y separados en bandejas de aluminio desechables hasta cubrir el fondo con una capa de
frutos. Cada una de las bandejas con las bayas enteras fue pesada y marcada (1,11Kg
total). Posteriormente se fragmenté el material de cada bandeja con mdltiples cortes por
fruto, y sometidos a una temperatura de -40°C durante 24 horas. El material congelado se
dispuso en liofilizador CHRIS beta, secado principal: durante 48 horas, con vacio a -20°C
y 1,0 mbar de presion.

De manera alterna, se trituraron frutos enteros sin adicion de solvente, disponiendo el
material resultante en bolsas de polietileno de baja densidad con cierre hermético para ser
pesadas de manera individual. Una pequefia porcion de pulpa se sometié a liofilizado en
frascos de vidrio en liofilizador LABCONCO, y otra se secO en estufa Stokes®. Cada
bandeja de la estufa fue forrada con papel craft y cubierta con una capa de papel de calco

calibre 41g, a temperatura de 40°C * 2 durante 48 horas.

Enseguida, la materia seca total se sometié a proceso de triturado en licuadora industrial

y el contenido se almacend en recipientes tapados y protegidos de la luz.
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3.3.2 Proceso de extraccién y fraccionamiento

A Extraccion inicial

El Extracto Etandlico Total (EET) fue obtenido por percolacién. Se adecud un percolador
de vidrio de 5 L de capacidad, acomodando algodoén y papel filtro entre el material y la llave
de drenaje. El material seco y triturado se humectoé con etanol, se dispuso en el percolador
sin compactar y se adicion6 alcohol etilico desnaturalizado hasta cubrir por completo 2-3
cm sobre el volumen sélido, permitiendo un goteo durante unos segundos. El proceso se
llevé a cabo a temperatura ambiente con tiempo de contacto solvente-material de 8 horas,
recuperando el contenido liquido por goteo rapido y continuo en dos Erlenmeyer de 2 L

hasta agotar. El percolado descrito se realiz6 tres (3) veces consecutivas y el material

sélido final (marco vegetal) se exprimié para favorecer el volumen de extracto final.

El EET obtenido se concentr6 por rotaevaporacion y se complementd su secado en
capsulas de porcelana al bafio Maria a temperatura constante durante 24 horas.

El proceso se resume en el Diagrama 3-1. Esquema con fotos en Anexo 3.

Diagrama 3- 1: Obtencion del Extracto Etandlico Total (EET) de frutos de uchuva

Material vegetal seco y triturado

I
Percolacién etandlica durante 8 h
|

Filtracion (goteo continuo hasta agotamiento)

l Filtrado | Marco |

» y Percolacion y filtracion
Evaporacion del solvente a presién

reducida y temperatura aumentada
(Rotaevaporacion (750mbar 50°C) |

‘ Filtrado 11 Marco I
Extracto Etandlico Total PercoIaC|orI1 y filtracion
I
seco-concentrado .
Filtrado 1l \—\

Marco Il
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A Fraccionamiento

Se inici6 el proceso de fraccionamiento del EET de forma secuencial usando diferentes
solventes con polaridad ascendente como se ilustra en el Diagrama 3-, cada uno de los
cuales se dispuso cubriendo por completo el material semisélido contenido en capsula,
realizando maceracion dinamica manual con ayuda de un mango de mortero ejecutando
movimientos circulares con fuerza moderada para facilitar el contacto con el material sélido
residual (consistencia viscosa), reiterando el procedimiento en tres (3) ocasiones, excepto
en la extraccion con butanol en la cual se repiti6 seis. Cada una de las fracciones fue
filtrada y almacenada para su posterior concentraciéon al bafio Maria hasta evaporar al

maximo el contenido liquido para calcular los rendimientos correspondientes.

Diagrama 3- 2: Fraccionamiento del EET de frutos de Physalis peruviana L.

~ N
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3.3.3 Evaluacién de la capacidad antioxidante de extractos de

P. peruviana L.y pruebas complementarias

Se realizaron pruebas a los extractos para corroborar inocuidad del producto administrado
a los animales de experimentacion, para hacer un perfil aproximado de sus metabolitos

secundarios y para evaluar capacidad biolégica antioxidante.

A Prueba de residuos de plaguicidas

Muestras de EET y FB de los frutos de uchuva (100 mg cada una) fueron enviadas en
frascos de vidrio rotulados y sellados al Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas

(LARP) del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional-sede Bogota.

A Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se realiz6 CCD usando quercetina, rutina, acido cafeico, acido clorogénico como patrones
de referencia. Aproximadamente 100 mg de EET y FB fueron reconstituidos en 1 mL de
metanol con ayuda de ultrasonicador por un minuto. Se us6 como fase moévil 2 mL de
Butanol-Acetato de etilo (1:1) con 10 gotas de acido acético en una cadmara de vidrio con
tapa permitiendo 5 minutos de saturacién del sistema. En la fase estacionaria (tiras de
Silica gel) se hizo siembra de 3 puntos con ayuda de un capilar de vidrio (agregando 2
gotas por punto), de la FB, el EET y un tercer punto con todos los patrones, y se introdujo
la placa en la camara. Se usé solucion metanélica al 1% de NP (acido 2-amino-etil éster
difenilbérico al 1% en metanol, p/v) como revelador y se observo la placa en camara de luz
UV a 254 nm y 366 nm de longitud de onda.

A Capacidad antioxidante mediante el ensayo FRAP

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power assay) es un método que permite evaluar
indirectamente la capacidad antioxidante total de sustancias al medir su potencial para
reducir el Fe** a Fe?*. Fue desarrollada por Benzie y Strain (1996) inicialmente aplicada
en plasma sanguineo, y posteriormente adaptada a productos fitoterapéuticos y
nutracéuticos. Como reactivo se emplea el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
(incoloro-amarillo), que en presencia de sustancias con capacidad reductora da como

resultado el complejo ferroso-2,4,6- tripiridil-s-triazina (morado-azul). En tanto que, la
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reduccién del TPTZ, la concentracion de Fe?" y la absorbancia espectrofotométrica (a

593nm) aumentaran de acuerdo con la capacidad antioxidante de la sustancia evaluada.

Esquema 3- 1. Fundamento FRAP, reduccién de TPTZ

N ] J
o P e
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Tomado de Huet (2017)

Preparacion de reactivo FRAP: solucion buffer de acetato (pH 3,6), cloruro férrico (FeCls)
en solucion (16,67 mM) con agua desionizada, solucién de TPTZ 8,33 mM en HCI (40
mM), mezcladas en proporcién 8:1:1 respectivamente se mezclaron en frasco ambar
(protegido de luz directa por alta susceptibilidad de oxidacion). Asi, por cada mL requerido,
se peso6 2,65 mg de TPTZy 2,7 mg de FeCls.

Curva de calibracién: se uso6 sulfato ferroso a partir de una solucién inicial (stock) de
FeSO, 30 mM en agua desionizada, pesando 8,34 mg por cada mL requerido. En viales
eppendorf se prepararon diluciones de: 1500, 3000, 6000, 12000, 18000 y 24000 uM a
partir de la solucién stock (30000 uM) y dispuestas por triplicado en microplaca de 96
pocillos en forma ascendente de concentracién (100 uL por pozo). En este caso, al reactivo
FRAP en lugar de FeCl; se adicioné agua desionizada en la misma proporcion
( FRAPA.SI NoO)

Muestras: a partir de una solucion stock de 10 mg de EET-FU y 10 mg de FB-FU en 1 mL
de agua desionizada, se dispusieron en viales 5, 10 y 20 puL y completados a 500 pL con
reactivo FRAP (100, 200 y 300 pg/mL de extracto o fraccion respectivamente). Se permitid
un tiempo de reaccioén de 15 minutos aproximadamente y se compard con un patron de
acido galico (AG) teniendo en cuenta la concentracion efectiva 50 (Ceso) reportada por
Mendoza (2019).

El AG se preparé 1,7 mg de AG en 1 mL de agua desionizada (AG 10000 pM) para una

solucion inicial (stock). Se cargaron 100 uL de la solucion stock y se completé con 400 L
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de agua desionizada (AG 2000 uM) y de esta Ultima se tomaron 5 pL para mezclar con
495 pL de reactivo FRAP (AG 20 uM), agregando 100 pL por pozo con 3 réplicas.

Se registro la absorbancia de las muestras a 593nm y se interpolaron los datos en la curva
de calibraciéon. Los datos fueron expresados como la concentracion de Fe 2* (mM)

resultante.

3.4 Animales de experimentacion

Ratones CD-1 y ratas Wistar de ambos sexos entre 7 y 12 semanas de edad al comienzo
del experimento (adultos jévenes). Los animales fueron suministrados por el Bioterio de
Experimentacion del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia
y mantenidos en un ambiente controlado (temperatura 21 °C+ 2 °C, humedad 60 % + 10 %,
fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad), con agua y alimento (concentrado LabDiet®) ad
libitum. Alojados engrupos de cuatro (4) individuos del mismo sexo y peso similar por caja, y
esquema de sanitizacion con cambios de camas dos (2) veces por semana. Los protocolos
empleados para las pruebas en modelos animales mencionados en adelante fueron
aprobados (Anexo 1) por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias-Universidad
Nacional de Colombia vigente (Anexo 2).

3.5 Ensayos preliminares

Fue necesaria la familiarizacién con estructuras anatémicas abdominales con énfasis en

sistema digestivo (llustracion 3-2).

Se realizaron ensayos con algunos animales implementando los protocolos descritos por
Souccar & Lapa (2002) para cuatro (4) modelos de Ulceras gastricas en roedores inducidas
por: Etanol, Indometacina, Ligadura pildrica y Acido acético; ajustando dosis y volumen de
los reactivos en ratas y ratones para producir las lesiones descritas (explorando ventajas
y desventajas por especie), asi como optimizacion en la manipulacién y realizacion de
procedimientos invasivos y no invasivos que incluyen praxis en administracion de
sustancias, anestesia balanceada, refinamiento de técnicas quirdrgicas y ejecucion

adecuada de la eutanasia.
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llustracion 3- 2: Anatomia digestiva abdominal de roedores de laboratorio

llustracién: Eliana Ortiz, basada en DeSesso & Jacobson (2001). Algunos derechos reservados.

A: Distribucion 6rganos intraperitoneales de rata en decubito dorsal; 1: Proceso xifoides, 2: Higado, 3:

Estdbmago, 4: Omento mayor, 5: Mesenterio, 6: Intestino delgado, 7: Intestino grueso, 8: Ciego, 9: Vejiga.

B: Identificacion anatémica: 1: Eséfago; Higado: 2: Lébulo medio derecho, 3: Lébulo izquierdo, 4: Lébulo
medio izquierdo, 5: Lobulo medio derecho, 6: Bazo, 7: Cardias, 8: Fundus, 9: Cuerpo, 10: Antro pildrico, 11:

Duodeno, 12: Yeyuno, 13: lleon, 14: Ciego, 15: Colon, 16: Recto.

Finalmente, se tuvo en cuenta la irrigaciébn sanguinea del estbmago para modelos
quirurgicos (llustracion 3-3A), y se identificaron las areas anatémicas correspondientes al
estdmago disectado por la curvatura mayor para observacion de la mucosa al finalizar cada

ensayo (llustracion 3-3B).
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llustracion 3- 3: Estobmago de roedor de laboratorio (rata-ratén)

PN A
N

llustracién: Eliana Ortiz, basada en DeSesso & Jacobson (2001) y Robert (1971). Algunos derechos reservados.

A: Suministro de sangre arterial & B: Estdmago disectado por curvatura mayor
1: Apice-fundus gastrico, 2: fundus, parte no glandular, 6f or e StConeascthad ,lliimiittainntge ro6i dged, 4 :
Cardias, 5: Cuerpo, corpus, parte glandular; 6: Antro, 7: Pliegues de la mucosa; Arterias: 8: Esofagica
recurrente, 9: Celiaca, 10: Hepatica, 11: Gastroduodenal, 12: Duodenal, 13: Pancreética, 14: Gastrica derecha,

15: Géstrica izquierda, 16: Esplénica, 17: Gastroepiploica derecha, 18: Mesentérica superior.

En esta fase del estudio se evaluaron grupos controles (vehiculo) y patrones
(medicamentos sintéticos de referencia con actividad comprobada: Ranitidina y Omeprazol
particularmente) corroborando la no interferencia del vehiculo en la produccion de las
Ulceras, asi como la suficiencia del medicamento patrén para validar su capacidad
antiulcerosa y, por ende, la idoneidad de cada uno de los modelos. También se
determinaron los métodos mas adecuados y practicos de valoracidbn macroscopica de las
lesiones, asi como ajustes y familiarizacion con métodos bioquimicos recomendados por

cada técnica de induccion de lesiones gastricas.
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3.6 Diseio experimental

Se consideraron tres principios fundamentales para un adecuado disefio experimental:

Repeticiones o réplicas, aleatorizacion y organizacion por bloques.
3.6.1 Medidas de control experimental

Emplear un disefio experimental apropiado contribuye al cumplimiento del principio de
Reduccién, ya que se asegura la utilizacion de un nidmero minimo de animales para
alcanzar los objetivos propuestos (Redondo, 2017). Este trabajo se enfocd en evitar o

disminuir los siguientes aspectos:

1 Artefactos experimentales: Se realizaron ajustes de condiciones experimentales,
métodos de medicién, entrenamiento de personal. Se confirmé la repetibilidad vy
fiabilidad de variables mediante ensayos piloto.

1 Sesgos: Se establecieron grupos control Glcera (maximo dafio) y control normal (sin
Ulcera). Aleatorizacién (Muestreo aleatorio estratificado). Disefio ciego (un investigador
administro tratamientos y otro analizé los resultados).

1 Error de muestreo: Independencia estadistica de las réplicas (se establecié grupo
minimo de ensayo con un representante de cada tratamiento por caja, y realizacion de
ensayos con grupo minimo en diferentes dias), Bloques (por sexo y peso, controlando
la variabilidad de las unidades experimentales y reduciendo el error experimental) y
factor de tratamiento (controles, patrén, extracto). Balance (todos los tratamientos con

mismo namero de réplicas).

3.6.2 Seleccion de muestray unidades experimentales

A Tamafio de muestra: (nimero de unidades experimentales para cada tratamiento).

Esta fue calculada con la herramienta web: http://www.biomath.info/power/ttest.htm,

usando datos obtenidos en pruebas piloto y contrastada con resultados estadisticos de
otros estudios (Tammu et al., 2013; Rasheed et al., 2015; Rasheed et al., 2016). Se
tuvo en cuenta la media y desviacion estandar de grupos control de Ulcera y patrén,
para una significancia estadistica U=0.05 (Probabilidad de rechazar Ho cuando Ho es
verdadera) y una potencia estadistica 1-b = 0.8 (Probabilidad de rechazar Ho cuando
H: es verdadera), en términos practicos 80% de probabilidad de encontrar un efecto

significativo si realmente existe.


http://www.biomath.info/power/ttest.htm
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A Criterios deinclusion: Machos y hembras, con edades entre 8 y 12 semanas de edad
al comienzo del experimento (adultos jévenes), ratas entre 200 y 360 g, ratones entre

30y 50 g, que cumplan con tiempo de ayuno establecido.

A Criterios de exclusion: Estado de prefiez, malformaciones congénitas o lesiones
evidentes, animales con signos de enfermedad.

A Aleatorizacidon: Se hizo marcando a cada animal del grupo minimo (caja), y asignando

tratamientos denotados con nimeros de 1 a 4 asignados al azar.

3.6.3 Caracteristicas del disefio
El disefio para este estudio se establecié con las siguientes particularidades (Tabla 3-1):

Tabla 3- 1: Resumen del Disefio Experimental

Modelo Efectos fijos (investigador selecciona tratamientos)
Estructura A unavia
Disefio control de error Disefio de Bloques completos al azar
Factor de Bloqueo Sexo, peso
Factores de tratamiento Control Patron Fraccion
Niveles - factor de tratamiento 2 1 1
Unidades experimentales Raton Rata
Unidades observacionales Estomagos
Réplicas 6
Variable respuesta indice de lesion gastrica (Principal)

3.7 Modelos murinos de Ulcera gastrica

Se implementaron tres (3) modelos in vivo de caracter agudo para la inducciéon de lesién
a la mucosa gastrica (Etanol, Indometacina y Ligadura pil6rica) y uno (1) de tipo crénico
(Ulcera por acido acético). Cada modelo se clasificd en cuatro (4) grupos de tratamiento:
control normal, control Ulcera, patrén OM (Omeprazol), y por ultimo un grupo tratado con
la fraccion butandlica a partir del EET de frutos de Physalis peruviana L. (en adelante
denotados con las siglas FB-FU) (Tabla 3-2).
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Tabla 3- 2: Caracteristicas de los grupos experimentales

GRUPO DESCRIPCION

Control | Animales sometidos a manipulacion de administracion de vehiculo via oral como tratamiento y

normal a condiciones de induccion de Ulceras SIN sustancia o factor ulcerogénico (Sin dafio)

Control | Animales sometidos a manipulacion de administracién de vehiculo via oral como tratamiento y

Ulcera a condiciones de induccion de Ulceras CON sustancia o factor ulcerogénico (méaximo dafio)
Patron . - L .
Animales con administracion de Omeprazol via oral*
oM
FB-FU Animales con administracion de Fraccion butandlica de los frutos de uchuva via oral**

*80 mg/Kg dosis Unica en modelos agudos y 40 mg/Kg dosis diaria (SID) durante 7 dias en modelo crénico
**100 mg/Kg dosis Unica en modelos agudos y 50 mg/Kg dosis diaria (SID) durante 7 dias en modelo crénico

El bloqueo experimental se realizd por peso y por sexo. Se alojaron cuatro (4) animales
por caja (Diagrama 3-3) con un representante de cada grupo para conformar el Grupo

Minimo por modelo. Los animales fueron pesados y marcados previo a los ensayos.

Diagrama 3- 3: Representacién de Grupo Minimo

Control Normal En cada una de las cajas se ubicaron animales del mismo sexo, de
caracteristicas (edad y peso) similares con el fin de reducir el error asociado a
. Y  |a unidad experimental. Todos los individuos se sometieron a un ayuno de 16

Control Ulcera _ o o
horas con agua de bebida ad libitum hasta el inicio de los ensayos. Las ratas

, se alojaron en cajas metalicas de 25 x 42, y 18 cm de altura y los ratones cajas
Patron OM ) ) y y J

metalicas de 20 x 30 y 12 cm de alto. Se puso papel absorbente en la base
FB-FU @ interna y una rejilla de aluminio (separados aproximadamente 2 cm del fondo)
para prevenir coprofagia o consumo de material de la cama.

Todas las sustancias administradas a los animales se dieron en solucion (10 mL /Kg de

peso) via oral (v.0) con sonda orogastrica metdlica, o intraperitoneal (i.p) segun el caso.
Como vehiculo para diluir las sustancias a administrar se prepard una soluciéon de agua
destilada, propilenglicol y glicerina (8:1:1 respectivamente). Los animales sometidos a
procesos quirargicos fueron ubicados en cajas de plastico con botellas de agua caliente
protegidos de la luz con supervision veterinaria constante hasta su recuperacion, asi como
en los dias posteriores al procedimiento (en el caso del modelo crénico por AcOH). Al
finalizar cada experimento, se realiz6 eutanasia de manera individual por dislocacién
cervical bajo anestesia i.p (Ketamina 40 mg/Kg-Xilacina 10 mg/Kg) teniendo en cuenta las

sugerencias de Close et al. (1997), para posterior diseccion y extraccion de los estbmagos.
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3.7.1 Modelo de ulcera géastrica por Etanol (EtOH)

El Etanol en altas concentraciones es un agente irritante que, segun diferentes autores,
produce lesiones necrosantes en la mucosa géastrica como consecuencia de su efecto
toxico directo, por incremento de liberacion de acido mediada por Histamina, en la capa
mucosa disminuye el gradiente de pH, limita la secrecién de bicarbonato y moco, estimula
produccion de ROS y liberacion de hidrolasas acidas que dafian el epitelio (CYTED, 1995;
Adinortey et al., 2013).

Reactivo animal: Ratas macho de 8 a 12 semanas de edad y 276 + 41 g.

Procedimiento: Al finalizar el tiempo de ayuno se administraron tratamientos v.o,
permitiendo un tiempo de accién de cuatro (4) horas. Se preparé una solucion de Etanol
al 50%, que fue administrado (1 mL/100 g v.0) a todos los individuos como agente inductor
de lesiones gastricas, excepto a los del grupo control normal, que fueron tratados con

vehiculo via oral. Transcurridos treinta (30) minutos se realiz6 eutanasia (Esquema 3-2).

Esquema 3- 2: Resumen modelo de Ulcera gastrica por Etanol

16 h
| 4h
> % h
_L— Eutanasia
Privacion de alimento Tratamientos Induccidn Ulceras EtOH 50%

Agua ad libitum V.0 1 mL/100 g v.o
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3.7.2 Modelo de ulcera gastrica por Indometacina (IND)

Los AINEs se usan ampliamente en el tratamiento del dolor, la fiebre y la inflamacion, sin
embargo, pueden favorecer la presentacion de efectos indeseados, especialmente en el
tracto gastrointestinal (Atalay et al., 2015). La indometacina en sobredosis tiene la
capacidad de generar alteraciones en la mucosa gastrica, principalmente por inhibicion de
la sintesis de prostaglandinas (PGs) (Wang et al 2014). Las PGs se derivan del acido
araquidoénico (AA) generado por fosfolipasa A2 a partir de fosfolipidos de membrana. Las
ciclooxigenasas en sus isoformas COX-1 (constitutiva) y COX-2 (inducible) regulan de
manera indirecta sintesis de estas PGs; La COX-1 por su parte, es muy importante en la
sintesis de los prostanoides para propdsitos fisioldgicos como proteccion gastrointestinal,

homeostasis vascular, hemodinamica renal y funcion plaquetaria (Del Valle, 2015).

La Indometacina en dosis téxicas produce dafio en la mucosa por reduccion de secrecion
de bicarbonato, del flujo sanguineo y del recambio-reparacion de células de la mucosa
por inhibicion de sintesis de PGE; via COX (Adinortey et al, 2013). Asi mismo, el aumento
en la secrecion acida, la actividad de la pepsina, la peroxidacion lipidica en donde ROS
como superoxido (A @) y peroxido de hidrégeno (H20>) juegan un rol importante (Parvan
et al., 2017).

Reactivo animal: Ratones de 8 -11 semanas, hembras (31 £1 g) y machos (40 * 2 g).

Procedimiento: Los animales con el ayuno correspondiente fueron sometidos a los
diferentes tratamientos v.o con un tiempo de accién de cuatro (4) horas. Culminado dicho
periodo, se administré por la misma via una solucién de Indometacina (60 mg/Kg) en
Bicarbonato 5%, a raz6n de 0,1 mL/10g de peso vivo, como inductor de Ulceras a nivel
géstrico a todos los individuos excepto el control normal (en su lugar se le administro el
mismo volumen de vehiculo). Cuatro (4) horas post administracion de Indometacina se

realizé eutanasia a los animales (Esquema 3-3).

Esquema 3- 3: Resumen modelo de Ulcera gastrica por Indometacina

16 h
4 h
4 h
4‘4— Eutanasia
Privacién de alimento Tratamientos Induccion Ulceras

Agua ad libitum V.0 IND 60 mg/Kg v.o
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3.7.3 Modelo de ulcera géastrica por Ligadura Pilérica (LP)

La ligadura a nivel del piloro puede generar Ulceras difusas en la mucosa gastrica como
producto del ataque péptico provocado por la retencion de abundante secrecion gastrica
en el estbmago y los trastornos vasomotores causados directamente por el trauma
pilérico. También se plantean otros factores como la disminucién de la sintesis de acidos
nucleicos y carbohidratos, o la baja absorcion de electrolitos a causa de la ligadura
(CYTED, 1995). Su principal ventaja es que permite la recoleccién del jugo géastrico para
determinar volumen, acidez y actividad antisecretora por la administracion previa de
tratamientos. Es necesario considerar el caracter invasivo de este procedimiento, de modo

gue la anestesia balanceada y cuidados postoperatorios deben ser prioritarios.
Reactivo animal: Ratones de 8 a 11 semanas, hembras (30 £1 g) y machos (41 + 2 g)

Procedimiento: Finalizado el tiempo de ayuno se administraron tratamientos.
Transcurridas dos (2) horas, cada animal (excepto los de grupo control normal) fue
anestesiado con Ketamina 80 mg/Kg - Xilacina 15 mg/Kg en suero salino fisiolégico (SSF)
para administracion i.p en relacion 0.1 mL/10 g de peso. En plano anestésico profundo,
los animales en zona de preparacion fueron rasurados a nivel del epigastrio.
Individualmente fueron trasladados a zona quirdrgica previamente lavada y desinfectada.
En plataforma acolchada cubierta con campo quirdrgico estéril, se ubico al animal en el
centro y fue fijado con cinta adhesiva protectora desde cada extremidad a nivel de las
articulaciones radiocarpianas y tarsometatarsianas. Se hizo asepsia del area abdominal
con tres (3) pases de yodopovidona y alcohol etilico intercalados. Se cubrié al animal con
campo quirargico con orificio central de aproximadamente 0.7 x1 cm, a nivel de la zona

epigastrica central (Fotos del procedimiento disponibles en Anexo 5).

Se realiz6 laparotomia incidiendo por planos (piel, masculos abdominales por linea alba)
con una longitud de la herida de 0.6 cm aproximadamente. Se localiz6 el estbmago con
pinza de diseccién sin garra y se expuso cuidadosamente sobre el abdomen. Una vez
identificadas las regiones anatomicas del estdbmago (llustracion 3-4), se hizo una ligadura
simple a nivel del esfinter pilérico, excluyendo vasos adyacentes, usando Vycril 4-0. Se
reubicé el estbmago en la cavidad abdominal y se cerr6 la capa muscular con uno o dos
putosene qui s 0 x 0 Z%purtoa depatrén simpleousando el mismo tipo y calibre

de sutura.
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llustracion 3- 4: Ligadura del piloro en ratén

.

4_8
— 7

llustracién: Eliana Ortiz-Algunos derechos reservados

1: Fundus gastrico; 2: Cuerpo del Estdmago; 3: Esfinter pilérico; 4: Duodeno proximal; 5: eséfago; 6: Sutura
quirdrgica absorbible 4-0; 7: Nudo de cirujano; 8: Nudo cuadrado.

Los animales se llevaron a recuperacion en cajas de plastico transparente con tela y
botellas de agua caliente forradas en papel periddico. La eutanasia se realizd seis (6)
horas después de la ligadura. El resumen gréfico del modelo se muestra en el Esquema
3-4.
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Esquema 3- 4:Resumen modelo de Ulcera gastrica por ligadura pilérica

16 h
2h
> 6 h
h<— Eutanasia
Privacion de alimento Tratamientos  Ligadura pilérica
Agua ad libitum V.0 y privacion
de agua

En plataforma inclinada de 30° se fij6 el cuerpo inerte de cada individuo por sus
extremidades, y se realizo corte longitudinal de distal a proximal al proceso xifoides en la
regiéon abdominal. Una vez localizado el eséfago se sujeté con pinza hemostética Kelly
recta en la porcion proximal al estbmago. El estbmago fue disectado y extraido de la
cavidad abdominal cortando cuidadosamente el eséfago sobre la pinza y otro corte
posterior a la ligadura a nivel del duodeno (llustracion 3-5). El contenido estomacal fue

recolectado en viales eppendorf, y refrigerados (4°C) para su analisis al siguiente dia.

llustracion 3- 5: Método de obtencion del contenido gastrico

llustracion: Eliana Ortiz- Algunos derechos reservados.
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3.7.4 Modelo de Ulcera gastrica por Acido Acético (AcOH)

Consiste en inducir de forma quimica-quirdrgica Ulceras localizadas en el estbmago de los
animales con un didmetro establecido en donde se usa como agente lesivo una dilucion
de &cido acético. El propdsito del modelo es estudiar la evolucién del proceso lesivo en la
mucosa gastrica posterior a la administracion de una sustancia o farmaco. Se considera
cronico no por la forma de inducir la herida, sino por la extensién de la lesién y las
caracteristicas de las alteraciones a nivel histolégico que se evidencian en la mucosa
géstrica (CYTED, 1995).

Reactivo animal: Ratas de 9 a 12 semanas de edad, hembras (236 + 17 g al comienzo
del experimento) y machos (264 + 46 g al comienzo del experimento).

Procedimiento: Al finalizar el periodo de privacion del alimento, se realiz6 induccion
anestésica intraperitoneal con Ketamina 60 mg/Kg y Xilacina 10 mg/Kg diluida en SSF (1
mL/100 g peso corporal). Con cada animal en plano de anestesia profunda, se rasur6 el
area abdominal en zona de preparacion. Enseguida se transfiri6 a zona quirdrgica
previamente lavada y desinfectada en donde se acomodé al animal en una plataforma
blanda cubierta con campo quirtrgico a medida y se fij6 por sus extremidades a nivel de
las articulaciones radiocarpianas y tarsometatarsianas mediante tiras de cinta adhesiva.
Se realizé procedimiento de asepsia de la zona depilada con 3 pases de yodopovidona y
alcohol etilico intercalados. Se cubrié al animal con campo quirtrgico a medida con ranura
central de aproximadamente 1 cm de ancho por 2 cm de longitud, que coincidia con zona

epigastrica central.

Se realiz6 laparotomia incidiendo por planos (piel con escalpelo musculos abdominales
por linea alba con tijeras de diseccién) dejando una herida quirdrgica de 1 cm
aproximadamente. Se localizé con pinza sin garra el estbmago y se puso cuidadosamente
sobre el abdomen, para sujetarlo con foceps de punta circular a nivel del cuerpo (zona
glandular) exponiendo la cara posterior y usando el tercer nivel de seguro de la pinza. Se
us6 una mezcla de 0.03 mL de acido acético al 10 % con 0.03 mL de aire previamente
listos en una microjeringa con aguja hipodérmica fina calibre 27. Se insert6 la aguja desde
una distancia aproximada de 3 mm del borde circular externo de la pinza con el bisel hacia
arriba hasta ver la punta metélica debajo de la capa serosa en la zona central del area
circular interna, y en dicho momento se inyectd el contenido de la microjeringa hasta ver,

en algunos casos, la formacion de una burbuja de aire en dicha area (llustracion 3-6).
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llustracion 3- 6: Proceso induccién de Ulcera por AcOH en rata

A

llustracién: Eliana Ortiz- Algunos derechos reservados.

A: Pinzamiento del estbmago y alistamiento de acido acético 10%(0,03mL) y aire (0,03mL) en jeringa de 1mL;
B: Insercion horizontal superficial de la aguja en submucosa;

C: Ubicacion final de la punta de la aguja;

D: Inyeccién del contenido de la jeringa (formacién de burbuja interna).

Fotos del procedimiento disponibles en Anexo 6.
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Finalizada la aplicacién del acido acético, se realizaron lavados suaves con SSF y se
reintrodujo el estbmago a la cavidad abdominal. Se cerré la herida quirargica por planos
con sutura, el muscular abdominalconpunt os en fAx0 y | a (llpstraibn

3-7). Se realiz6 limpieza de la herida con clorhexidina una vez al dia (SID) durante 3 dias.

llustracion 3- 7: Patrones de sutura para cierre herida quirdrgica

’1\\

s

llustracién: Eliana Ortiz. Algunos derechos reservados.

A:Punt o e xopargakiresde fared abdominal; B: Patrén invaginante Conell para cierre de piel;
1: cabo corto; 2: cabo largo. (Punto finalizado con nudo cirujano y nudos cuadrados).

Al cabo de 72 horas de recuperacion postquirirgica de los animales, se inicia la
administracion de los tratamientos, via oral una vez al dia durante siete (7) dias asi:
Omeprazol 40 mg/Kg y FB-FU 50 mg/Kg. Un dia después (24 horas) de la Ultima
administracion, se realiza eutanasia individual de los animales.

Esquema 3- 5: Resumen modelo de Ulcera géastrica por AcOH

16 h
72 h
— | | 7 dias
| [ [ |
' | I B<«—Eutanasia
Privacion de A A A
alimento-Agua
ad libitum
Tratamientos
Induccién Glcera por v.o SID
AcOH

3.8 Evaluacion de las lesiones

Se realiz6 corte de cada estomago a lo largo de la curvatura mayor desde el canal del
esfinter pil6rico hasta el apice del fundus gastrico, se lavaron cuidadosamente con agua
destilada contenida en un recipiente de vidrio; seguidamente se extendieron sobre una
hoja de papel milimetrado (en protector plastico) previamente rotulado con la identidad de
cada individuo, modelo realizado y la fecha del ensayo. Las imagenes fueron digitalizadas

mediante fotografia de alta resolucion.

pa
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3.8.1 Métodos de evaluacion macroscoépica

A indice de lesién gastrica

El indice de lesion gastrica es un parametro para estimar la dimension de dafio a la
mucosa de manera macroscopica. Usando el programa de procesamiento de imagen
digital de dominio publico ImageJ (bundled with 64-bit Java 1.8.0_112) se evaluaron de
manera individual las fotos de los estbmagos de los animales teniendo en cuenta las
areas de lesion aparentes y asignando puntos: en el modelo de EtOH un (1) punto por
porcentaje de lesion (por extension en relacion con el area glandular gastrica en mm?) y
en modelos IND y LP dando puntaje por severidad de las lesiones y apariencia general

de cada estbmago segun la escala Lacroix & Guillaume con modificaciones.

Tabla 3- 3: Escala de Lacroix & Guillaume modificada (CYTED, 2005)

CARACTERISTICA VALORACION
Normal 0 puntos
Coloracion de la Mucosa Hiperémica 1-3 puntos
Decolorizada 1-3 puntos
Pérdida de pliegues de la mucosa 1 punto
Leve* 1 punto
Petequias Moderado* 2 puntos
Intenso* 3 puntos
Pequefias 1 punto c/u
Lesiones Hemorréagicas Medianas 5 puntos c/u
Grandes 10 puntos c/u

*Considerando Leve cuando el area afectada es < 25%, moderado=50%, intenso >50%

Para la Ulcera o herida localizada producida por acido acético, el area de la lesion se calculé

de la siguiente manera:

Donde

a: eje largo de la lesion en mucosa del estébmago.
b: eje corto de la lesion en mucosa del estbmago.


http://wsr.imagej.net/distros/win/ij152-win-java8.zip
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A Porcentaje de inhibicién de dafio

Los resultados en todos y cada uno de los modelos se expresaron en porcentaje de

inhibicion respecto al indice de lesién del grupo control Glcera, segun la expresion:

% de Inhibicién = (ILGcu - ILGx / ILGcu) * 100
Donde

ILGcu: indice de lesion gastrica medio del grupo control Ulcera.
ILGx: indice de lesion gastrica medio del grupo fPatron OMo  y-F B.& B

3.8.2 Histopatologia

Posterior a la digitalizacion de los estbmagos extendidos, se dispusieron en formalina e
individualmente dos (2) muestras al azar de tejido por grupo de tratamiento en cada modelo
como se explica en la Tabla 3-4:

Tabla 3- 4: Muestras seleccionadas para estudio histopatol6gico

Modelo de tlcera Muestra de Tejido
Etanol Medio estdmago - corte longitudinal incluyendo porcion glandular y no glandular
Indometacina Medio estomago - corte longitudinal incluyendo porcién glandular y no glandular

Ligadura pilérica Estomago completo

Acido acético Estémago completo

Se permitid un periodo de fijacién en la formalina de minimo 24 horas y se enviaron al
laboratorio de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional sede Bogota las muestras marcadas en clave de color (evaluacion

simple-ciego).

La magnitud de dafio a la mucosa se califico en grados de & a IV (Tabla 3-5) siguiendo
criterios de Morini y Grandi (Rodriguez et al., 2012). Ademas, se tuvo en cuenta el reporte
de Histopatologia para evaluar aspectos como infiltracion de células inflamatorias:
polimorfonucleares (PMNs), mononucleares (MNs), entre otras, asi como la presencia de

zonas de congestion, hemorragia o edema.
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Tabla 3- 5: Criterios de evaluacion histopatolégica

Grado # Todas las células de la mucosa gastrica se encuentran intactas

Las células de la mucosa que se encuentran en la superficie luminal se encuentran

Grado | " ; ; . . )
dafadas y parcialmente exfoliadas, las células de las criptas se encuentran intactas.

Células de la superficie luminal se encuentran extensamente dafiadas, aunado el dafio de

Grado Il . . ; . )
las células de las criptas, mientras las células glandulares se encuentran intactas.

Aunado al dafio de las células superficiales y las criptas, se evidencia el dafio en el area
Grado Il parietal de las células glandulares gastricas, numerosas células exfoliadas y necrosis
completa de la capa celular superficial

Dafio grado 3 severo que se extiende a la porcion inferior de las glandulas y edema de

Grado [V submucosa

Criterios de Morini & Grandi para evaluar alteraciones de la mucosa gastrica. Tomado de Rodriguez et al. (2012).

3.9 Evaluacion de secrecion y moco gastricos

3.9.1 Secrecion gastrica

El analisis del contenido gastrico se realiz6 de forma individual con el contenido de los
estdmagos de ratones sometidos a ligadura de piloro. Las muestras colectadas en viales
eppendorf se centrifugaron a 3500 rpm a 4°C durante 15 min para determinar el volumen
liquido expresado en uL. El pH del sobrenadante se determiné con tiras de papel indicador;
y la acidez total, mediante titulacion con NaOH 0.082 N empleando fenolftaleina como

indicador.

Partes iguales de muestra (sobrenadante previamente separado y marcado) y agua, fueron
agregadas con micropipeta a un tubo de ensayo en presencia del indicador de la siguiente

forma:
100 pL de muestra + 100pL de agua destilada + 10 uL de fenolftaleina

Posteriormente, se adicionaron cargas de a 10 uL de soda (NaOH) hasta lograr un viraje a
color levemente rosado, expresando la acidez en miliequivalentes de acido clorhidrico por
litro en 6 horas (mEqg H*/L/6h).
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A Porcentaje de inhibicién de la secrecion géastrica
El porcentaje de inhibicion de la secrecion se determiné de la siguiente forma:

% de Inhibicién= (VScu -VSx/ VScu) x 100
Donde

VScu es el volumen de secrecion medio del grupo control Ulcera
VSx es el volumen de secrecion medio del grupo problema (Patrén OM y FB-FU).

3.9.2 Moco gastrico

El Alcian blue (AB) es una molécula de ptalocianina plana grande con un &tomo de cobre
en el centro (Esquema 3-6) que contiene cuatro grupos basicos de isotiouronio que llevan
carga positiva, sitios que generan atraccion a los sitios aniénicos en las moléculas de
mucina (Myers, 2019). La estimacién de la cantidad de moco gastrico se realizé con el
método de Corne modificado, el cual se fundamenta en la adsorcién del Alcian Blue (AB)
sobre mucopolisacaridos y sialomucinas en tejidos (Souccar & Lapa, 2002); Asi, la
concentracion de AB en la muestra es directamente proporcional a la cantidad de moco
presente en el tejido evaluado.

Esquema 3- 6: Molécula de Alcian Blue
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Tomado de https://en.wikipedia.org/wiki/Alcian_blue_stain


https://en.wikipedia.org/wiki/Alcian_blue_stain
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llustracion 3- 8: Muestra de tejido géstrico para prueba de Alcian Blue
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% llustracién: Eliana Ortiz. Algunos derechos reservados.

La muestra utilizada para cada procesamiento fue medio segmento glandular por corte
longitudinal (llustracién 3-8), pesado y transferido a un frasco de vidrio con 3 mL de reactivo
AB 0,1% permitiendo un tiempo de contacto de una (1) hora. Al cabo de este periodo, se
elimind el contenido liquido del frasco y se resuspendié el tejido en 3 mL de solucion de
sacarosa (Ci2H22011) 0,25 Mol/L durante 15 minutos, repitiendo el proceso y en unatercera
vez sumergiendo en 3 mL de sacarosa por 30 min mas descartando el contenido liquido
finalizado el tiempo. Posteriormente, se adicionaron 5 mL de cloruro de magnesio (MgCl.
0.5 Mol/L) agitando en mezclador de vortice durante 30 segundos cada 30 minutos en un
periodo de 2 horas. Finalizado dicho lapso, se extrajo con jeringa de 3 mL y aguja calibre
21, 2 mL de solucién azul final, que fueron vertidos en un tubo de ensayo de vidrio
previamente cargado con 2 mL de éter etilico, y mezclados en agitador tipo vértex hasta
lograr una emulsion. Inmediatamente después, los tubos de ensayo con las muestras se
llevaron a centrifugar a 3600 rpm a 4°C durante 10 minutos, obteniendo dos (2) fases

claramente identificables (azul y transparente).

Con jeringa de 1mL y aguja de calibre 27 se introdujo la punta hasta el fondo del tubo de
ensayo y se extrajo cuidadosamente 1mL de la fase de color azul y se depositdé en
eppendorf, y posteriormente dispuesta con micropipeta en microplaca de 96 pocillos, 3

réplicas de 100 pL cada una.

Adicionalmente, se llenaron pozos en triplicado con 100 L de diferentes diluciones de AB

(12.5, 25, 50 y 100 pg/mL) para hacer curva de interpolacion de resultados.

La lectura de la placa se realizd6 en espectrofotometro a 598 nm. Los resultados se

expresaron en microgramos de AB por gramo de tejido (ug AB/g)



Metodologia 77

3.10 Parametros bioquimicos en muestras bioldgicas
procesadas

Obtencion y procesamiento de muestras bioldgicas

Se tomaron y conservaron muestras biolégicas de algunos animales para realizar

diferentes bioensayos (Tabla 3-6).

Tabla 3- 6: Muestras bioldgicas obtenidas, preservadas y procesadas

Modelo Muestra bioloégica

Ulceras por

Etanol Medio segmento longitudinal de estbmago (zona glandular y no glandular)

Ulceras por Zona glandular de estbmago completo (medio segmento excedente de
Indometacina | individuos seleccionados para estudio histopatolégico)

'L'cheras por A Medio segmento longitudinal de la zona glandular
Acido Acético | A Sangre completa heparinizada

Las muestras de sangre se obtuvieron via intracardiaca segundos después de realizar
dislocacion cervical bajo anestesia (Ketamina-Xilacina a razon de 40-10 mg/Kg en solucion
con SSF) mediante puncion intercostal lateral con aguja calibre 21 en jeringa de 3 mL
extrayendo de forma lenta para reducir probabilidad de hemdlisis. Inmediatamente se
vertio la sangre en viales eppendorf (de 1.5 mL) previamente humedecidos con 15 pL de
heparina diluida y se refrigeraron. La heparina fue preparada en diluciéon: 500 pL de
heparina comercial (1.000 Ul) mas 2 mL de agua destilada.

A Separacion de plasma sanguineo

Un dia posterior a la obtencion de las muestras de sangre, se centrifugaron a 3500 rpm-
4°C durante 10 minutos recuperando el sobrenadante en nuevos viales eppendorf y
sometidos a congelacion (para conservar hasta su implementacion en pruebas

bioquimicas).

A Homogenizado de tejido gastrico

El proceso de homogenizacién de un tejido u érgano se fundamente en la ruptura de
membranas celulares para extraer organelos o moléculas de interés biol6gico, separadas

por centrifugacion simple o diferencial.
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Las porciones de estdmago seleccionadas, congeladas individualmente en viales
eppendorf desde su obtencién (-4°C), una por una se llevaron a temperatura ambiente para
ser pesadas. Con esta informacion se alisté un volumen proporcional de SSF en relacién
4 mL/ g de tejido. Posteriormente, la porcidon de tejido gastrico se cortd con tijera iris recta
en pequefios fragmentos que fueron mezclados con el volumen medido de SSF en un
frasco de vidrio, el cual se acomodéd en el cabezal dispersor del homogeneizador con
encendido previo sobre el nivel de la suspension e introduccién lenta hasta ubicar el
extremo del cabezal en la mitad del contenido del frasco. Se realizaron 3 ciclos de 10
segundos aproximadamente, obteniendo una muestra homogénea repartida en frascos

eppendorf de 1,5 mL y refrigeradas durante algunas horas previo a centrifugacion.

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm a 4°C por 15 minutos, y los sobrenadantes se

colectaron y congelaron en viales eppendorf de 0,5 mL.

Las pruebas bioquimicas realizadas con homogenado de tejido y plasma sanguineo por
modelo se resumen en la Tabla 3-7.

Tabla 3- 7: Pruebas in vitro por tipo de muestra y modelo animal

Modelo Tipo de muestra BCA | FRAP | TBARs | GSH | SOD CAT
Ulceras por EtOH Homogenado de \/ \/ \/ \Y Vv
tejido gastrico
- Homogenado de
Ulceras por IND tejido gastrico Vv \Y
Homogenado de \V; \V; \V; Vv Vv

tejido gastrico

Ulceras por AcOH
Plasma sanguineo V V

BCA: método para determinacion de proteina; FRAP: método para evaluar capacidad antioxidante; TBARs: método para
estimar el indice de peroxidacion lipidica; GSH: Glutation; SOD: Superoxido dismutasa; CAT: Catalasa.

3.10.1 Determinacién de proteina

Calcular la concentracién de proteina presente en cada muestra es importante como

referencia y factor de correccion para las pruebas descritas mas adelante. El ensayo de
acido bicinconinico (BCA) (Esquema 3-7), depende de la conversion de Cu?* en Cu* en
condiciones alcalinas (reaccion de Biuret), en donde el Cu?* forma con complejo con 4
grupos NH de los enlaces peptidicos (generando un color azul claro). En un segundo paso,

se da la quelacion de BCA con el ion cuproso (Cu*), lo que resulta en un color plrpura
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intenso con absorbancia maxima a 562 nm. En consecuencia, la produccion de Cu* en
este ensayo esta ligada a la concentracion de proteina y al tiempo de incubacion, de
manera que la cantidad de proteina se relaciona proporcionalmente con la absorbancia. El
contenido de proteina se calcula a partir de una curva estandar de albumina (Walker,
2009).

Esquema 3- 7: Fundamento prueba de Determinacién de Proteinas por BCA

i
S—C\N /é—g\N S
] Sl N OH- )
A Proteina + Cu?*—» H P H H —~ ", Proteina+ Cu*
AN HANC  H> H,~
2 \ﬁ_?/ \ﬁ_cl/ \ﬁ_?,
O R O R O R

Imagen adaptada (Smith et al; 1985) (Huang, 2010).

A: Primer paso- Reaccion de Biuret: proteinas forman complejo con ion clprico, que en medio alcalino libera

un electrén dando como resultado final un complejo con ion cuproso.

B: Segundo paso: 2 moléculas de BCA forman complejo con el ion cuproso generando color (violeta)

C: Tres posibles complejos cuprosos durante el ensayo de proteina BCA.
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Se determiné la cantidad de proteina presente en muestras de plasma sanguineo y

homogenado de tejido gastrico mediante la prueba de BCA.

Curva de calibracion: se realizé con diferentes diluciones de albumina sérica bovina
(BSA) a partir de una solucion stock de 1 mg/mL (100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL)

dispuestos de forma ascendente de concentracion.

Factor de dilucién: Se ajusto el grado de intensidad de color de las muestras acorde con
la curva de calibracion. Para ello se establecié una dilucién de trabajo de 1 parte de plasma
sanguineo de rata y 149 de SSF; asi mismo, para determinar la proteina presente en
muestras de tejido gastrico, las diluciones con sobrenadante de homogenados de
estbmago correspondieron a 1 parte con 79 partes de SSF para muestras de ratay 1 parte
mas 49 partes de SSF para muestras de raton. Se usaron 50 pL de cada uno de los

homogenados.

Mezcla reactiva: Se prepar6 un reactivo de trabajo compuesto por 50 partes de solucion
de BCA 'y 1 de sulfato de cobre (CuSQOa) en solucion 4% plv.

Muestras: Las muestras de material biolégico (plasma y homogenados) en su respectiva
dilucion, asi como las muestras de diferentes concentraciones de BSA (curva), se
dispusieron por triplicado en los pocillos de la microplaca a un volumen de 25 uL. Luego,
se adicionaron 200 pL de la mezcla reactiva a todos los pozos de la placa con muestra,

excepto el blanco control (sélo SSF). El volumen final por pocillo fue de 225 pL.

Las muestras reactivas en placa se incubaron a 37°C por 30 min. Cumplido este tiempo se

ley6 la absorbancia a 562 nm.

Los resultados fueron expresados como miligramo de proteina por mililitro de plasma
(mg/mL plasma), o como miligramo de proteina por gramo de tejido (mg/g de tejido),

teniendo en cuenta el factor de dilucién de cada tipo de muestra (Anexo15).
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A Precipitacion de proteina para pruebas bioquimicas

Precipitar proteinas estd indicado para pruebas en las que estas puedan considerarse
como artefactos. Ciertos acidos forman sales insolubles con las formas catidnicas (+) de
la proteina (ambiente con un pH mas &cido que el punto isoeléctrico) haciendo que estas
precipiten. El Acido Tricloroacético (TCA) altera las moléculas de agua unidas por
hidrégeno (esfera de hidratacién) que rodea una proteina en solucion acuosa e interrumpe
enlaces de hidrégeno de las proteinas por lo que pierden su estructura y sufren
desnaturalizacion (Koontz, 2014).

La proteina se precipité mezclando 300 pL de sobrenadante de homogenado géstrico de
rata (modelo EtOH y AcOH) con 600 uL de TCA al 10% en viales eppendorf. Enseguida,
se centrifugaron a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante
(80% aproximadamente). De esta manera se obtuvieron muestras de fhomogenado
desproteinizadooque fueron conservadas en viales a 0°C.

3.10.2 Capacidad antioxidante

Se implement6 el ensayo FRAP descrito en la seccién 3.1.3. Para muestras de plasma
sanguineo obtenidas de rata (modelo AcOH) se realizé una dilucién de 20 pL con 480 L
de reactivo FRAP en viales eppendorf de 0.5 mL. Una vez lista la curva de calibracién de
FeSO, en forma ascendente de concentracién en la microplaca, se agregaron 100 uL de
cada muestra a los pocillos por triplicado. La absorbancia se determiné por
espectrofotometria a 593 nm. Los datos se interpolaron con la curva de calibracién

estandar y los resultados se expresaron como la concentraciéon de Fe?* (uM) en plasma.

3.10.3 indice de peroxidacion lipidica

El indice de peroxidacion lipidica puede evaluarse por medio de cuantificacién de
sustancias que reaccionan con Acido Tiobarbitlrico, conocido como ensayo de TBARs
(Thiobarbituric acid reactive substances). EIl MDA, uno de los productos de la peroxidaciéon
lipidica, en condiciones de bajo pH y alta temperatura reacciona con el acido tiobarbitarico
(TBA) dando lugar a un aducto MDA-TBA cromdgeno rosado-rojizo detectable a 532 nm
(Esquema 3-8); de modo que la absorbancia se interpreta como un valor proporcional a la
concentracion de MDA en las muestras y, en consecuencia, al grado de estrés oxidativo
desencadenado sobre las membranas biologicas y otros compuestos lipidicos (Gastell &
De Alejo, 2000).
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Esquema 3- 8: Fundamento prueba de TBARS

HS.__N.__OH Sx_Ny__OH HO.__N.__SH
Z N =
i HoH 4 |
2 Ny P P Sl NN N N R A
0 o M
OH OH OH
TBA MDA

Adaptado de https://www.nwlifescience.com/protocols/nwk-mda01?highlight=WyJtZGEiXQ==

Solucion de trabajo: Se obtuvo MDA por medio de hidrélisis acida del reactivo 1,1,3,3-
Tetrametoxipropano (TMP) a partir de una solucion comercial (5,87 M). Se prepard una
solucién stock A 200 mM mezclando 34 pL de la solucion comercial y 966 pL de HCI 0,1N.
Esta se someti6 a 37°C en estufa durante 60 minutos. Terminado el tiempo de
calentamiento, se prepar6 una solucion s t o ¢ ROO0OAUM mezclando 10 pL de solucién
stock A con 990 pL de HCI 0,1 Ny, por dltimo, de este s t 0 ¢ &e toAdron 100 pL y se
completé a 1 mL con 900 uL de HCI 0,1 N para obtener la solucion de trabajo (MDA 20

HUM).

Curva de calibracién: A partir de la mezcla de 500 pL de la solucion de trabajo y 500 pL
de HCI 0,1 N (MDA 10 uM) en viales eppendorf de 1,5 mL se hicieron diluciones seriadas
para tener 6 puntos de referencia. Asi, se tomaron 500 pL de la dilucién anterior y
completado con HCl a 1 mL (MDA 0,315; 0,625; 1,25; 2,5; 5y 10 uM).

Compuesto reactivo: Acido tiobarbittrico 0,67% p/v, que se obtuvo diluyendo 6,7 mg de

TBA por cada mL de buffer fosfato (HsPO4 1%, v/v).

Muestras reactivas: Se mezclaron 250 pL de del compuesto reactivo (TBA 0,67%) con
250 pL de cada muestra, (las 6 diluciones para la curva de calibracién y los homogenados

desproteinizados) en tubos de ensayo.

Las diferentes muestras reactivas se dispusieron en recipientes de vidrio con agua sobre
el nivel del liquido contenido en los tubos de ensayo. Los recipientes fueron sometidos a
calentamiento en bafio de agua a 90°C durante 30 minutos. Cumplido el tiempo, todos los

tubos de ensayo se acomodaron en bafio de hielo para detener la reaccion.


https://www.nwlifescience.com/protocols/nwk-mda01?highlight=WyJtZGEiXQ==
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El complejo coloreado de cada tuvo se repartié en 3 réplicas de 100 uL en microplaca de
96 pocillos, y se determind su absorbancia a 532 nm. Los niveles de MDA se expresaron

como pmoles de MDA por gramo de tejido.
3.10.4 Estimacion de actividad antioxidante no enzimética (GSH)

El reactivo de Ellman, o acido 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) es usado para medir
tioles de baja masa molecular, como el glutation, tanto en soluciones puras como en
muestras biolégicas. EI DTNB y GSH reaccionan y dan como producto el acido 5-mercapto-
2-nitrobenzoico (TNB), una molécula croméfora (amarilla) con una absorbancia maxima a
412 nm, y un aducto de glutatién oxidado-TNB (GS-TNB) (Esquema 3-9). La tasa de
formacion de TNB seria proporcional a la concentracién de GSH en la muestra y a la

absorbancia (Rahman & Biswas, 2007).

Esquema 3- 9: Fundamento Prueba de Ellman

NO,
HOOC
NO,
HOOC
S_ NH, 0 OH
Q?/k“/ﬂTrN N o > + ‘ﬁ/i\”/\TrN\[?L 'A§o
OH o) H su OH 0 ) H
HS ! COOH
GSH COOH TNB GS-TNB §
NO,
DTNB NO,

Tomado de Appala et al. (2016).

Curva de calibracién: Se realiz6 curva de referencia con GSH a partir de una solucién
&tockbde 1 mg/mL. De esta se tomaron 100 uL y se mezclaron con 900 uL de agua
destilada para completar 1 mL (GSH 100 pg/ mL y primer punto de la curva). Luego, se
tomo de dicha solucion 500 pL y se mezclaron con 500 uL de agua destilada en otro vial
eppendorf y asi sucesivamente hasta tener 5 puntos de concentracion de GSH (100, 50,
25, 12,5; 6,25 pg/mL).

Compuestos reactivos: DTNB 0,01 M se obtuvo diluyendo 4 mg de DTNB en
presentacion comercial por cada mL de agua destilada en frasco ambar. Buffer Tris 0,4 M

(pH 8.9) mezclando 48 mg Trizma base por cada mL de agua destilada.



84 Evaluacién preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos
murinos de Ulcera géstrica

Mezclas reactivas (curva): En viales eppendorf se mezclaron 250 pL de cada dilucion de
GSH de la curva con 240 pL de Buffer Tris y 10 uL DTNB, siendo 500 pL el volumen total.
La lectura de la curva se corrigié por el factor de diluciébn ya que estas se leyeron en
diferente proporcion que las muestras bioldgicas (datos interpolados en los puntos 3,12;
6,25; 12,5; 25y 50 pug/mL).

Mezclas reactivas (muestras): Se mezclaron 170 yL de cada muestra (Homogenado
desproteinizado) con 50 uL de la primera dilucion de la curva (adicién de GSH 10 pg/mL)
en viales, ya que las muestras por si solas no generaban una tonalidad que pudiera
compararse con la curva. Por ultimo, se completaron 500 uL con 270 L de Buffer Tris y
10 uL de DTNB.

Las mezclas reactivas se dispusieron por triplicado en microplaca 150 pL por pocillo y se
leyé en espectrofotbmetro a una longitud de onda de 412 nm. Los resultados se
interpolaron con la curva de referencia teniendo en cuenta la cantidad de GSH adicionada

y los resultados fueron reportados en nanomoles de GSH por gramo de tejido.

3.10.5 Analisis de la actividad enzimatica antioxidante

Se usaron muestras de sobrenadante limpio (filtrado) de homogenado de estémagos de
ratas (modelo de Ulcera por EtOH y AcOH) y ratones (modelo de Ulcera por IND) de los

diferentes grupos de tratamiento.

A Superéxido dismutasa (SOD)

Las superoxido dismutasas son una familia de metaloenzimas que convierten dos aniones

superéxido en oxigeno y perédxido de hidrégeno.
Ao+ Ao+2H" A 02+H20:2

La actividad superéxido dismutasa se evalué por el método de Xantina Oxidasa (Bamforth,
1983), en donde la SOD inhibe la reduccion del citocromo C por parte de los aniones
superoxido generados mediante el sistema Xantina/Xantina Oxidasa (Romero et al, 2001)
(Esquema 3-10). En consecuencia, la absorbancia se interpreta como inversamente
proporcional a la actividad SOD en Unidades (cantidad de la SOD necesaria para inhibir la
reduccion del Citocromo C en un 50%) presente en las muestras en funcion de la cinética

de reaccion.
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Esquema 3- 10: Sistema de reaccién para determinar SOD

H/:0| ‘>>—%' )fm 2020”")5:%0

N 20, 20,
Hlpoxantlna Xantina Acido urico
Xantina \ / 0O, Citocromo C (Fe?*)
Xantina
Oxidasa
Acido arico A;\\ Citocromo C (Fe®")
Superoxido
Dismutasa

A: Conversion de Hipoxantina-Xantina-Acido Grico  B: Sistema de reaccion para determinacion de SOD
Adaptado de Romero et al. (2001) y Alves et al. (2010).

Premezcla de reaccion: Buffer sodio fosfato KH.PO, (PBS) 50 mM (pH 7,8) con EDTA 1
mM (0,38 mg/mL), Hipoxantina 100 uM (haciendo dilucién de 1,36 mg/mL en KOH 1 N, y
de esta se agregd 1% del volumen final de premezcla) y Citocromo C 13 uM (0,16 mg/mL).
Se prepard un volumen de 60 mL de premezcla de reaccion teniendo en cuenta los

requerimientos segun la cantidad de muestras a evaluar.

Curva de calibracion: La curva de referencia se realizé con 3,5 L de una suspension de
SOD (15000 U/mL) completando a 500 pL con PBS en un vial eppendorf, y de esta ultima
se tomando 250 pL y se completando a 500 yL con PBS y asi sucesivamente hasta tener
6 diluciones diferentes (100, 50, 25, 12,5; 6,3y 3,15 U/mL).

Muestras: En viales eppendorf previamente marcados, se dispuso 40 uL de cada muestra
(tanto homogenados como cada punto de la curva) con 720 pyL de premezcla. De esta
muestra reactiva, en microplaca se vertieron 190 pL por pozo en triplicado. Los puntos de
la curva se dispusieron en la placa en forma descendente de concentracion. Una Ultima

tripleta de pozos con 190 uL de premezcla reactiva también fue sembrada en la placa.

Compuesto reactivo: La xantina oxidasa (XO) se us6 como inductor de la reaccion. A
partir de una suspension de XO de 10,5 U/mL se tomaron 5 pL por cada mL en PBS (3 mL

total) para una concentracién de 0,048 U/mL, recién preparada y en bafio de hielo. La
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reaccion final se realizé cerca del espectrofotémetro agregando la soluciéon de XO, 10 uL
a las muestras en microplaca por tandas de 2 a 3 columnas de triplicados con pipeta

repetidora. Se permitié agitacion de la placa en el equipo por 30 segundos.

La reduccion del Citocromo C se evalu6 por medio del aumento en la absorbancia a 550nm
en un periodo de 5 minutos con lecturas cada 30 segundos, y los resultados se presentaron

como unidades de SOD por miligramo de proteina por minuto.

A Catalasa (CAT)

La CAT favorece la conversion de dos moléculas de peréxido de hidrégeno en dos
moléculas de agua y oxigeno, evitando la conversién a radicales hidroxilo y otros ROS
toxicos (Corrales & Mufioz, 2012; Blondet et al., 2018).

CAT
H202 + H2O02——p O2 + 2H20

La actividad CAT se determin0 a partir de la metodologia adaptada por Vinchira (2014).
En tubos de ensayo previamente marcados, se realizo por triplicado una premezcla de
650 pL buffer sodio fosfato 50 mM (pH 7,4) mas 20 pL de muestra (homogenado).

De manera alterna se prepard peroxido de hidrégeno 20 mM a partir de una solucion
comercial de H20, 30% agregando 25 pL a 100 mL de agua destilada (en frasco ambar).
A cada tubo de ensayo con la premezcla, se afiadieron 330 uL del peréxido de hidrégeno
preparado (para completar a 1 mL de volumen final y 6,66 mM de H.0,), se agité y
rapidamente se trasvaso a una celda de cuarzo ubicandola en el equipo. Se registro la
disminucion de la absorbancia a 240 nm durante 2 minutos teniendo en cuenta el delta
(e de absorbancia para estimar la velocidad de la reaccion. La absorbancia tedrica inicial

del perdxido de hidrogeno empleado se determiné asi:

A= *C*l
Donde:

A=absorbancia

= coeficiente de extinci-n molar
C=Concentracién molar
I=longitud de la celda

Sabiendo que  (H202) =40 Micm™ (Aebi, 1984) y que la concentracion inicial fue de

0,00666 M en cubetas de 1cm de paso, se definié la A inicial en 0,266. La absorbancia

tedrica final se determind con la diferencia del valor g4 de cada muestra.
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La concentracién final de H.O; por muestra se definié con la misma ecuacién para

establecer la cantidad de peréxido consumido en la reaccion

Asi, se realizd correccion de unidades y equivalencias para expresar la actividad CAT
como pmoles de H.O, consumidos por minuto por mg de proteina.

3.11 Consideraciones éticas

Se tuvo en cuenta el Codigo Sanitario para los Animales Terrestres (OIE 2019), capitulo
78AUt i Il i zaci-n de ani malde s aegaspedinénerteriog atéctlasgaci - n
7.8.3 (La Regla de las Tres Rs) y 7.8.6 (Atencién Veterinaria), Asi como las
consideraciones adoptadas por las organizaciones -Federation of European Laboratory
Animal Science Associations - The European College of Laboratory Animal Medicine -The
European Society of Laboratory Animal Veterinarians (FELASA-ECLAM-ESLAV) en

cuanto a pautas para el cuidado veterinario de animales de laboratorio.

Como lineamientos Nacionales vigentes, se contemplé la Ley 84 de 1989 (Estatuto
Nacional de Proteccion de los Animales), capitulo VI, articulos 24 y 25; La Resolucion
8430 de 1993 (Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la Investigacion en
Salud, MinSalud), titulo V, articulos 87 al 94 y la Ley 576 de 2000 (cddigo de ética para el
ejercicio profesional de la medicina veterinaria y la zootecnia), particularmente Titulo I,

capitulos 5y 6.

Teniendo en cuenta que las patologias de la mucosa gastrica son proceso de enfermedad
con multiples componentes sistémicos que involucran diferentes mecanismos para su
presentacion, no es posible reproducir un modelo farmacolégico in vitro especifico para la
enfermedad. Por otra parte, debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la fraccién
butandlica usada en este estudio, la simulacién de actividad in silico es limitada. Por tanto,
el empleo de modelos in vivo se hace necesario para evaluar capacidad antiulcerosa y

antiinflamatoria a nivel gastrico.
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Los restos mortales y desechos biol6gicos y quimicos producto de la experimentacion
fueron dispuestos siguiendo los lineamientos del programa de gestion ambiental de la

Universidad Nacional de Colombia para manejo adecuado de residuos.

3.12 Analisis estadistico

Los datos primarios fueron organizados, procesados y depurados (criterio de Chauvenet.)
en Microsoft Excel, asi como la representacion grafica e interpolacién de datos en las
diferentes curvas de calibracion leidas en espectrofotometro.

Usando el programa IBM SPSS Statistics 25, se analizaron los datos finales bajo criterios
paramétricos y no paramétricos. En primera instancia, los residuos de los datos (variable
aleatoria error) se evaluaron para corroborar el cumplimiento de los supuestos de
distribucion normal (prueba de Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene).
Cuando estos se cumplieron, se implementd analisis de varianza (ANOVA) de una via,
seguido de la prueba diferencias mdultiples de Tukey en casos de rechazar la hipétesis nula.
En caso de no cumplir supuestos, se aplicéd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para
muestras independientes, comparando distribuciones automaticamente coni ANOV A

factor de KruskallWal | i s para k muestras?o.

Los resultados tabulados fueron expresados como la media aritmética de los valores mas

menos su desviacion estandar. Se trabajé con U<0,05 para hallar diferencias entre grupos.

de

1
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4. Resul tabiesuysi - n

4.1 Extractos

A Proceso de extraccion

El proceso de secado en estufa industrial presentd algunas ventajas respecto al proceso
de liofilizado, principalmente la de ser mas practico para deshidratar grandes volimenes
de material vegetal. Por otra parte, la liofilizacidon permitié recuperar el material seco con
mejor apariencia (homogeneidad en el color) y facilidad de manejo para el triturado previo
a la extraccion (Fotografia 4-1). En resumen, el rendimiento del material deshidratado
respecto al fresco en los diferentes equipos fue: 13,83% en liofilizador LABCONCO,
19,57% en liofilizador CHRIS beta y por ultimo 14,24% en Estufa Stokes.

Fotografia 4- 1: Material seco por Liofilizado Vs Estufa industrial

A: frutos cortados liofilizados; B: frutos triturados en bandeja de estufa; C: Material liofilizado fragmentado; D: Material
recuperado de estufa fragmentado

Del material seco-triturado se recuperaron 1417,83 g. En el primer paso de extraccion se
obtuvieron 153,45 g de EET, de los cuales se separaron 7 g para estudios
complementarios. El proceso de fraccionamiento del EET se realizo con 146,45 g (Tabla
4-1).
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Tabla 4- 1: Rendimiento de las fracciones de uchuva (Physalis peruviana L.)

Rendimiento a partir del EET-FU 146,45 (g)

Tipo de extracto

Cantidad (g) Proporcion
Fraccién en Hexano 35,57 24,36 %
Fraccién en Diclorometano 1,18 0,81 %
Fraccién en Acetato de Etilo 2,16 1,88 %
Fraccién Butandlica 20,05 13,69 %
Residuo (material sélido insoluble) 86,29 59,26%

El rendimiento de las diferentes fases del material hasta la fraccion butandlica se resume
en el diagrama 4-1. Podria esperarse entonces que, bajo las condiciones de secado,
triturado, extraccion y fraccionamiento a las que fue sometida la mayor parte de la materia
prima (frutos), por cada gramo (1 g) de FB del EET se requeririan aproximadamente 67,40
g de material seco 0 473,35 g de frutos frescos seleccionados, mientras que para la misma
cantidad de EET serian necesarios 9,23 g y 64,82 g respectivamente.

Diagrama 4-1: Rendimiento de materia prima hasta FB-FU

A 1a,24%

Frutos de uchuva
frescos y enteros

10,83%

Material vegetal
secado en estufa a
40AC/48h 'y triturado
en licuadora industrial Total de frutos de

uchuva concentrado
en Rotaevaporador

13,69%

Extracto Etandéilico

Fraccion
Butandlica
concentrada en
"bafio maria"

*Porcentajes respecto al material anterior

A Estudio de calidad: Residuos de plaguicidas

El uso de plaguicidas se ha convertido en una necesidad basica para controlar
enfermedades, insectos, malezas y otros organismos que interfieren la produccién de
cultivos agricolas. Sin embargo, la utilizacion inapropiada (exceso o aplicacion en tiempos
no adecuados) pueden ser riesgo potencial para la salud humana y el ambiente por su
posible toxicidad al permanecer como residuos en el producto final destinado a consumo
(Guerrero, 2003).

En consecuencia, el estudio de residuos plaguicidas constituye una herramienta para
evaluar la calidad del material administrado a los animales que hicieron parte del estudio.

Los resultados originales se encuentran en el anexo 4 y se resumen en la Tabla 4-2.
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Los LMRs (Limites Maximos de Residuos permitidos) para la interpretacion de la prueba
son aplicables a bayas y frutos silvestres en general. Tanto el EET como la FB son
materiales muy concentrados respecto de las bayas enteras. El material vegetal seco
representd aproximadamente el 15%, el EET 1,66% y la FB 0,23% de los frutos frescos
seleccionados. Compuestos como el Pirimetanil aparentemente se concentran en los
extractos, mientras que los otros tienden a ser imperceptibles o a reducir su concentracion
en la FB. Podria especularse que los valores reales en los frutos pueden ser muy inferiores
a los reportados en las muestras evaluadas, sin embargo, son necesarios estudios

directamente en frutos para confirmar si cumplen o no con LMRs.

Tabla 4- 2: Residuos de plaguicidas en EET y FB de P. peruviana L.

Resultado (mg/Kg-muestra) LMR (mg/Kg)

Principio activo

EET-FU FB-FU
Difenoconazol 0,57 0,26 0,20
Pirimetanil 0,20 0,74 0,05
Clorpirifos 0,08 - 0,05
Benalaxil 0,02 - 0,05

LMR Limite Maximo de Residuos en cultivos de bayas y frutas silvestres

En Colombia, la Resolucion 2906 de 2007APor | a cual se establ ecen
de Residuos de Plaguicidas - LMR en alimentos para consumo humano y en piensos o

f o r r anjitidaspor Minagricultura, sin actualizaciones vigentes, considera 5 plaguicidas

en bayas y frutos silvestres que no incluyen los compuestos encontrados en nuestro

estudio (Tabla 4-2). Por tanto, los valores de LMR fueron consultados en bases de datos

la Legislacion de Espafia, basada en recomendaciones del CODEX Alimentarius de la FAO

y OMS.

Los plaguicidas de mayor concentracion en frutos de uchuva de origen colombiano en un
estudio reciente fueron Profenofos, Iprodion, Azoxistrobin, Difenoconazol y Clorotalonil.
(Espafia, 2013).

Difenoconazol es un fungicida sistémico que inhibe la biosintesis del ergosterol de las
membranas celulares, deteniendo el desarrollo de principalmente de hifas secundarias del
patdégeno y, en menor escala, el desarrollo y la virulencia de las conidias de los hongos.
La toxicidad aguda en ratas se presenta a dosis de 1,4 g/Kg via oral, considerado como

ligeramente peligroso (ANLA, 2015). El consumo oral neto de la FB-FU tedricamente fue
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de 26 png/Kg en administracion Unica y 13 pg/Kg-dia durante 7 dias en animales del modelo
cronico de Ulcera por acido acético.

El Pirimetanil interrumpe la biosintesis de metionina, la secrecién de enzimas del hongo
requeridas para el proceso de infeccidn en la planta, la destruccion del tubo germinativo y
crecimiento del micelio; con accién translaminar y tendencia a concentrarse en puntas y
margenes de las hojas. Su toxicidad aguda es ligeramente peligrosa por encima de 4,2
g/Kg de peso corporal v.o. para ratas (ANLA, 2018). En animales de modelos agudos de
dafo gastrico la dosis tedrica del plaguicida por animal fue de 74 ug/Kg en administracién
Unica y en animales del modelo de ulcera por AcOH fue de 37 pg/Kg-dia durante una

semana.

Estos resultados son determinantes para confirmar que la fraccion butanélica de Physalis
peruviana L. administrada a los animales de los diferentes modelos experimentales
usados, a pesar de no cumplir estrictamente con parametros de calidad establecidos
internacionalmente (LMR), no representa un riesgo toxicolégico importante para los

individuos.

A Metabolitos secundarios relacionados con actividad

gastroprotectora

Se ha planteado que los compuestos fendlicos pueden ser determinantes en la proteccion
de la mucosa gastrica. Para metabolitos tipo flavonoides se han propuesto mecanismos
como el aumento de moco y PGs con favorecimiento de perfusién sanguinea, disminucién
de secrecion de histamina, reduccién de la adherencia leucocitaria y eliminacién de

radicales libres (Mena-Linares et al., 2017).

El Extracto Etandlico de frutos de uchuva (P. peruviana L.) contiene cantidades
significativas de rutina, miricetina, quercetina y kaempferol detectados por HPLC
(Sathyadevi & Subramanian, 2015). En la FB-FU derivada del EET se ha propuesto la
posible presencia de acidos fendlicos como el acido cafeico y &cido clorogénico por
Cromatografia en Capa Delgada (CCD) (Baena, 2015). En este trabajo, a diferencia de los
resultados expuestos por Baena (2015), la FB-FU presenté compuestos fluorescentes
compatibles con flavonoides implementando CCD; fue facilmente identificable una mancha

a la luz ultravioleta (366 nm) con Rf similar al patron de quercetina (Fotografia 4-2). A pesar
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de que la fraccion butandlica empleada es un derivado del EET, no fue posible identificar
el mismo tipo de compuestos, posiblemente por un efecto de concentracion de flavonoides

en el proceso de fraccionamiento.

Fotografia 4- 2: Perfil CCD del EET y la FB de frutos de uchuva en UV

~AA~

Se observa una placa de silica gel con 3
puntos de siembra en la parte inferior.
La primera (izquierda) corresponde a los
diferentes patrones de referencia
(Capitulo 3.3.3), la del centro al EET-FU
y la tltima a la FB-FU

La mancha prominente del trayecto de
compuestos de referencia corresponde
a quercetina, y la pequefia sefialada con
la flecha (A), corresponde a
compuestos tipo flavonoide en FB-FU
con Rf similar a la quercetina para la
fase mavil utilizada.

La quercetina es un flavonoide subclasificado como flavonol tipicamente presente en las
plantas como conjugados de glicona o carbohidrato. Presenta una considerable propiedad
protectora ante especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno siendo aparentemente el
flavonoide mas potente antioxidante como captador y barredor de radicales libres
(Lakhanpal & Rai, 2007). Se demostr6 su capacidad gastroprotectora en diferentes
modelos de Ulcera: a dosis de 200 mg/Kg protegié significativamente a los animales con
lesiones gastricas inducidas por Etanol, ligadura pil6rica (sin reduccion de volumen ni

acidez), estrés, Indometacina y Acido acético (tratamiento de 21 a 50 dias) (Motilva, 1991).

A Evaluacion de potencial antioxidante in vitro

Se ha demostrado que la actividad antioxidante depende del desarrollo, maduracion y la
cosecha de los frutos, siendo mayor en las bayas maduras por su alto contenido de acido
ascorbico y polifenoles (Valdenegro et al.,, 2012; Bravo et al.,2014). Asi mismo, dicha
actividad es directamente proporcional a la concentracion del Etanol usado para la
extraccion (Wu et al., 2005). Por estas razones, se decidio seleccionar frutos en alto grado
de maduracion y Etanol al 96% para favorecer teéricamente la presencia de metabolitos

secundarios de interés.
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A través del método FRAP, el EET mostré mayor capacidad de reducir el hierro que la FB.
Comparado con un patron de acido galico en concentracion aproximada a su Cgso (20uM),
el EET tiene una actividad equivalente en concentracion de 200 ug/mL, mientras que la FB
la present6 a 300 ug/mL (Grafico 4-1).

Grafico 4-1:Capacidad antioxidante total de EET y FB de frutos de uchuva
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Grafico de barras simple que representa el promedio de los resultados de las diferentes concentraciones de extractos
sometidos a la prueba de FRAP. // AG: acido galico (20 uM); EET: Extracto Etandlico Total; FB: Fraccion butandlica a partir
del EET;//Tanto EET, como la FB son derivados de frutos de P. peruviana L. usados en concentraciones de 100, 200 y 300
pug/mL // Interpolacién de datos con curva de calibracion (Anexo 21-C)

Se debe considerar que la técnica FRAP se basa en el principio de determinar capacidad
reductora usando el hierro ferroso como blanco, y que existen mdltiples pruebas
fundamentadas en diferentes mecanismos para evaluar potencial antioxidante in vitro. El
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) por ejemplo, es un radical libre sintético susceptible de
reaccionar con compuestos antioxidantes que donan un &tomo de hidrogeno (Guija-Poma
et al., 2015) usado frecuentemente como analisis preliminar de actividad antioxidante de
extractos; sin embargo, al tratarse de moléculas que per se no causan dafio oxidativo
directo (Fe®*") o no ser propios de los organismos, pruebas con radicales libres naturales y
especificos podrian ser més apropiados. Cardozo y Mora (2003) por ejemplo, proponen la
implementacion de métodos que permiten evaluar la capacidad de captacion de radicales
(anién superdéxido, hidroxilo y peroxilo) y la actividad de los extractos en la peroxidacion

lipidica usando membranas microsomales.
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4.2 Estandarizacion de los modelos y evaluaciéon de
actividad biologica

El estudio de las propiedades medicinales de plantas para el tratamiento de Ulceras
gastroduodenales constituye una importante herramienta para proponer nuevos agentes
terapéuticos (Souccar & Lapa, 2002) y para ello, la evaluacién preclinica de actividad
biologica requiere la implementacién de modelos animales y bioensayos (Hernandez,
2006), que deben ser sometidos a procesos de estandarizacién bajo condiciones
particulares, con el propdsito de obtener resultados validos, confiables, reproducibles y

comparables (Nufiez et al., 2009).

4.2.1 Modelo de ulcera gastrica por Etanol (EtOH)

A Ensayos preliminares

Los ratones albinos CD1 utilizados en ensayos iniciales presentaron mayor resistencia a
los efectos toxicos del Etanol en la mucosa gastrica. A pesar de usar tiempos prolongados
de induccién (1,2 y 3 horas) y Etanol en altas concentraciones (70 y 96%), la respuesta no
fue evidente ni homogénea entre individuos a nivel macroscépico. Por otra parte, animales
menores a 6 semanas de edad expuestos a este agente inductor de injuria tisular
desarrollaron alteracién de la mucosa a nivel duodenal sin cambios evidentes en la zona

glandular del estémago (Fotografia 4-3).

Fotografia 4- 3: Lesiones hemorragicas en duodeno por administracién de EtOH

B En la imagen se muestran  secciones
Jp\_ Fundus —— } gastroduodenales disectados por curvatura mayor de
- \ ! ratones expuestos a Etanol 70% v.o. x 2 h A: macho
Cuerpo ——— % de 6 semanas y B: hembra de 5 semanas de edad.
e
Antro . L . .
o Animales jovenes presentan tonalidad mas clara en
pilérico

la mucosa gastrica y una resistencia contundente a
los efectos lesivos del etanol a nivel gastrico
Duodeno comparado con ratones mayores de 10 semanas de
edad. Ademas, como hallazgo inesperado, en todos
los casos (n=4) fueron evidentes aparentes zonas
hemorragicas a nivel del duodeno.

Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de foto: >>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood
fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones
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Recientemente se han utilizado ratones jovenes ICR de maximo 6 semanas de edad y de
aproximadamente 30 g de peso vivo para inducir gastritis antral y duodenitis por
administracion oral de Etanol al 50% en un periodo de 5 dias con resultados reproducibles
(Jung et al.;2015).

A diferencia de los ratones CD1, las ratas albinas Wistar utilizadas en este estudio
presentaron mayor susceptibilidad al Etanol como agente téxico. Fueron evidentes
lesiones en zona glandular del estbmago en menor tiempo de exposicion y concentracion
(Etanol 50% v.o0. x 30 min). Sin embargo, la respuesta expresada como porcentaje de dafio

a la mucosa gastrica fue diferente dependiendo del sexo de los animales (Fotografia 4-4).

Fotografia 4- 4: Diferencia en la injuria gastrica por Etanol relacionada con el sexo

En la imagen se muestran estdmagos A
disectados por curvatura mayor de ratas
macho (A) y hembra (B) expuestos a
Etanol 50% v.o. x 30 min.

Las hembras fueron méas susceptibles a la
misma concentracién 'y tiempo de
exposicion el Etanol en ensayos
preliminares con n=4 por grupo.

ILG: indice de lesion gastrica expresada
como porcentaje de zonas hemorragicas
respecto al area glandular. Macho 9 semanas Hembra 10 semanas

ILG: 38+ 14 ILG: 758

Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de foto: >>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill
Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones

En las pruebas piloto se identificO una diferencia significativa en la mucosa gastrica
sugerente de mayor susceptibilidad en las hembras con un porcentaje de dafio (zonas
hemorragicas) de 75% (promedio) respecto al area glandular mientras que en machos se

observé maximo una afeccion del 50%.

Liu et al (2001) por el contrario, proponen una mayor susceptibilidad de individuos macho
(ratas Sprague-Dawley), siendo las hembras mas resistentes a la induccion de gastritis
aguda por Etanol y Ulceras crénicas por 4cido acético, observando un aumento importante
de células proliferativas en la mucosa gastrica, aumento de PGE- después de la induccion
de la tlcera, asi como la influencia hormonal ya que ratas ovariectomizadas presentaron

mayor dafio que las intactas.
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La teoria del efecto hormonal en las hembras es corroborada por Ibrahim et al. (2016)
guienes sustentan que las hormonas femeninas cumplen con un papel modulador en la
permeabilidad vascular y aumentan la secrecién de moco, en tanto que las ratas Wistar
hembras sin ovariectomia (no OVX) evidenciaron menor severidad en las lesiones

hemorragicas causadas por Etanol al 50% v.o x 1h que el grupo OVX.

Por consiguiente, y pese a las discrepancias en cuanto a la variabilidad por sexo, se decidié
usar Unicamente machos en el ensayo definitivo para evitar ampliar el nUmero de animales
(principio de Reduccién), ya que el objetivo de evaluar diferencias estadisticamente
significativas entre machos y hembras no hace parte de los objetivos inicialmente

planteados.

Finalmente, las condiciones que permitieron desarrollar el modelo de induccion de Ulcera
por Etanol se resumen en la tabla 4-3, en donde se destacan multiples ventajas respecto

a los protocolos descritos en la literatura.

Tabla 4- 3:Ventajas y desventajas del modelo de ulcera gastrica por EtOH implementado

Modelo de ulcera

o Protocolo Comparativa (Adinortey et al., 2013)
gastrica
Ratas macho Se redujo el tiempo de ayuno en al menos 8 h
(8-10 semanas de edad) Se permitié un aumento en tiempo de accién de los
Ayuno 16h tratamientos de al menos 3 horas
Etanol Tratamientos: 4h de accién Se disminuyé en al menos 20% la concentracion de

etanol utilizada
Etanol 50% v.o. 1mL/100g pv
DU.
30 min de accion

Se acortd, al menos a la mitad, el tiempo de
exposicion a la solucion téxica.

X Se evalud la actividad Gnicamente en machos

Farmacos de referencia: Ya estandarizado el modelo se evalud la efectividad de
Omeprazol y Ranitidina como decision de medicamento de referencia, observando que el
OM a menor dosis fue mas efectivo para contrarrestar los efectos lesivos del EtOH (60
mg/Kg comparado con 100 mg/Kg de Ranitidina), razén por la cual se decidié usar OM

como patrén en todos los modelos.
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A Evaluacion de actividad biologica - fraccion butandlica de
frutos de uchuva-modelo EtOH

Estudio macroscépico

Animales con peso menor a 180 g (<6 semanas de edad) presentaron diferente tonalidad
de color en la mucosa gastrica, asi como una evidente resistencia a los factores lesivos

del Etanol con ILG=0, por lo cual se decidié descartar el dato (n=5 final por grupo).

La apariencia de los estbmagos de animales en los diferentes grupos de tratamiento se

muestra en la Fotografia 4-5. (Datos y pruebas estadisticas en Anexo 9).

Fotografia 4- 5: EtOH: Estbmagos que representan el promedio de ILG por grupo

Control Normal Control Ulcera Patr6n OM FB-FU

Estébmagos de ratas macho disectados por curvatura mayor. Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de foto:
>>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en
Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones. ILG: indice de lesién gastrica expresada como porcentaje
de zonas hemorragicas respecto al area glandular. Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control
Ulcera: Vehiculo v.o. con induccién de dafio Etanol 50% v.0. x30 min (EtOH); Patron OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU +
EtOH; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + EtOH.

Se observaron lesiones hemorragicas en un patron generalizado difuso con tendencia a
formar estrias alargadas, de moderado a severo en los casos de induccion de dafio (EtOH
PO) ampliamente distribuidas en la zona glandular del estémago, reducido a nivel de antro

pilérico y ausente en zona de fundus gastrico (no glandular).

Como se ilustra en el Gréfico 4-2, el indice de lesion gastrica fue significativamente mayor
en el grupo Control Ulcera comparado con el grupo control normal. En cuando los grupos
experimentales de evaluacion de actividad biolégica, el grupo pretratado con Omeprazol
presenté menor severidad en las lesiones géastricas que el pretratado con vehiculo (Control
Ulcera) sin diferencia estadistica (contrario a lo que se espera en un medicamento de
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referencia), mientras que el grupo administrado con la fraccién butandlica de P. peruviana

L. en promedio exhibié menor dafio de manera contundente.

Gréfico 4- 2: indice de lesion gastrica en modelo de Glcera por EtOH

Gréfico de cajas y bigotes generado en
SPSS.
ILG: indice de lesion géstrica expresada
como porcentaje de zonas hemorragicas
respecto al area glandular. Control
normal: Vehiculo v.o. sin induccién de
dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o. con
induccién de dafio Etanol 50% v.o0. x30
* min (EtOH); Patrén OM: Omeprazol 80
mg/Kg v.o. DU + EtOH; FB-FU: Fracci6n
butandlica de frutos de uchuva 100
mg/Kg v.o. DU + EtOH.
*% Diferencias significativas frente a Control
0 ——— Ulcera *p < 0.05y **p < 0.01 (n=5).
Control Control Patron OM FB-FU
normal Ulcera

El nivel de proteccion se presenté como el porcentaje de inhibicién de las lesiones gastricas

(2]
o
.

N
o

N
o

lesién en area glandular

(ILG) Puntos por porcentaje de

comparado con el grupo Control Ulcera. El grupo pretratado con OM 80 mg/Kg via oral y
en dosis Unica evito las alteraciones de la mucosa gastrica macroscépicamente en un
31,83% mientras que el grupo FB-FU100 mg/Kg v.o. DU en promedio logré un nivel de
proteccion profilactica de 63,79% (Tabla 4-4) siendo este Ultimo diferente

estadisticamente.

Tabla 4- 4:Efecto de la fraccion butandlica de frutos de uchuva (FB-FU) y Omeprazol
(OM) en alteraciones macroscoépicas gastricas inducidas por Etanol (EtOH)

Analisis macroscoépico-area glandular (cuerpo) del estbmago-modelo EtOH

Grupo de
pretratamiento ILG Porcentaje de inhibicion LG
Control normal 0,13 +0,17** -
Control Ulcera 33,69 + 17,58 -
Patron OM 22,96 + 3,12 31,85 %
FB-FU 12,65 + 8,2* 63,79%

Datos expresados como la media + D.E (n=5) Diferencias significativas frente a Control Glcera *P>0.05 y **P>0.01

ILG: indice de lesion gastrica expresado como porcentaje de zonas hemorragicas respecto al area glandular. Control
normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control Glcera: Vehiculo v.o. con induccion de dafio Etanol 50% v.o. x30
min (EtOH); Patr6n OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU + EtOH; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de uchuva 100
mg/Kg v.o. DU + EtOH.

Otros autores han usado Omeprazol como medicamento patrén para inhibir las lesiones
gastricas por Etanol. Se ha reportado efectividad a 50 mg/Kg con una proteccién del 80%
(Alam et al., 2016) o incluso en menores dosis como 20 mg/Kg presentando un porcentaje

de inhibicion equivalente (78%) (Selmi et al.,2017).
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La implementacion de este modelo experimental ha sido de utilidad en el estudio de
actividad biolégica para otros extractos derivados de plantas. El extracto hidroalcohdlico
de hojas de Bixa orellana gracias a sus compuestos fendlicos produjo una inhibicion de
las lesiones gastricas en 22% y 28% en ratas macho adultas (Huaman et al., 2012). El
extracto Etandlico de hojas de Pergularia daemia (popular en India) por su parte produjo

proteccion del 27 a 61% dependiente de la dosis (Dhananjayan, 2014).

Andlisis histopatoldgico

A nivel microscopico, las muestras enviadas para estudio presentaron las siguientes
caracteristicas (Tabla 4-5).

Tabla 4- 5: Resumen de hallazgos histopatolégicos - modelo de EtOH

Celularidad de la Nivel de . -
Grupo ~ Observaciones adicionales
mucosa dafio
Control . .
normal Intacta a4 Leve cantidad de moco desprendido en la luz
- Moderada cantidad de moco y PMNs en la luz,
Mdltiples focos de -
- congestion de la mucosa moderada a severa con
descamacion del P~ h
L multiples focos de hemorragia severa, algunos focos
epitelio de moderada a e N
Control P necroticos por corte, desorganizacion de zona glandular,
: severa focos necroticos [-111 C . X
Ulcera I disminucion moderada de células parietales, moderada
en capa superficial, a severa infiltracion de PMNs en mucosa profunda
alteracion moderada pron !
moderado edema en submucosa, leve congestion en
estructura glandular . X
submucosa sin hemorragia.
Leve cantidad de moco y PMNs en la luz, moderados
Descamacion focos de congestién en la mucosa, hemorragia leve a
Patrén moderada a severa, moderada en mucosa, congestion leve a moderada en la
oM leve necrosis y I mucosa, muy pocos focos de necrosis en epitelio, leve
alteracion leve de desorganizacion de glandulas, infiltraciéon leve a
estructura glandular moderada de PMNs en mucosa profunda, edema leve en
submucosa, infiltrado leve a moderado de PMNSs.
Leve cantidad de moco en |
epitelioo moder ada a sev
Leve a moderada congestion en mucosa, hemorragia moderada de la
descamacion del mucosa, algunos focos de hemorragia mucosa profunda,
FB-FU epitelio. Leve Il leve desorganizacion de glandulas, leve reducciéon de
desorganizacion parietales, leve infiltracibn de PMNs en mucosa
glandular. profunda, edema moderado a severo en submucosa,
congestion leve en submucosa, PMNs muy leve en
submucosa.

Nivel de dafo: Criterios Morini & Grandi; (Fotografias relacionadas en Anexo 8). Control normal: Vehiculo v.o. sin
induccién de dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o0. con induccién de dafio Etanol 50% v.0. x30 min (EtOH); Patron OM:
Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU + EtOH; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + EtOH.

En ningln caso se evidencié pérdida del epitelio que comprometiera la capa submucosa.
Las alteraciones mas evidentes en los cortes de tejido gastrico de animales con induccion
de lesiones fueron congestion y hemorragia en el epitelio mucoso con moderada infiltracién

de células inflamatorias (PMNS).
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La observacion histologica de las lesiones de la mucosa gastrica inducida por Etanol en el
grupo tratado profilacticamente con Omeprazol mostr6 un dafio comparativamente
equivalente al grupo de méaximo dafio (Control Ulcera). Las ratas que recibieron tratamiento
previo con la fraccion butandlica (FB-FU) mostraron una proteccion relativa de la mucosa
gastrica mediante la reduccion de focos de descamacion de epitelio, de &reas de
hemorragia y congestion, asi como de la cantidad de zonas de infiltracion de leucocitos de

la capa submucosa.

Caracteristicas histolégicas similares son descritas por Arab et al. (2015) y Huaman et al.
(2012) en cuanto a severidad en su grupo control de maximo dafio, mientras que Hajrezaie
y colaboradores (2012) y Zamora et al. (2007) describieron su grupo control de maximo
grado de lesién con alteracién de la integridad del epitelio severa, ademas de zonas

necréticas mas extensas y lesiones profundas en la mucosa.

Parametros in vitro
Evaluacién de moco gastrico

Una de las acciones téxicas del Etanol sobre la mucosa gastrica es restringir la produccion
de moco asociado a alteraciones del flujo sanguineo (CYTED, 1995; Adinortey et al., 2013)
lo cual en teoria afecta la cantidad de mucinas disponibles en la mucosa para contrarrestar

el dafio que ejerce el Etanol y el propio acido del estmago.

El Alcian blue (AB) gracias a sus 4 grupos de isotiouronio (de carga positiva) es atraido por
los sitios aniénicos en las moléculas de mucina. Asi, el AB estandar (pH 2,5) tifie mucinas
acidas. Las mucinas cargadas o "acidas" contienen carbohidratos con grupos carboxilato
(COO0O-) o -sulfonato (SOs) y son importantes para esta prueba ya que se encuentran

ampliamente distribuidas en todo el tracto gastrointestinal (Myers, 2019).

Los datos originales y las pruebas estadisticas realizadas se encuentran en Anexo 13.

Tal como se expone en el Gréfico 4-3, no fue posible detectar una diferencia entre los
grupos de tratamiento con los resultados de la prueba de Alcian Blue, a diferencia de otros
estudios como el de Sandoval et al. (2013), en donde se concluy6 que la resina de Croton
palanostigma, popularmente conoci da ¢ o modragosoa n gtrieendee | a capac
proteger la mucosa géastrica por aumento estadisticamente significativo (33% respecto al

grupo control) de la produccion de moco detectable con el mismo método. Otros productos
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derivados de plantas como el Extracto Etandlico de raices de Memora nodosa (da Silva et
al., 2016) y de Potentilla mooniana (Laloo et al., 2014) cuentan con la propiedad de

conservar el moco comparado con controles.

Grafico 4- 3: Evaluacién del moco gastrico .
Grafico puntos de resumen para prueba de

Alcian Blue, generado en SPSS.

S 40 O
) Control normal: Vehiculo v.o. sin induccion
= de dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o. con
2 35 induccién de dafio Etanol 50% v.0. x30 min
o (EtOH); Patrén OM: Omeprazol 80 mg/Kg
g v.0. DU + EtOH; FB-FU: Fraccién butandlica
a O de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU +
- 30 EtOH.
O
% . Diferencias significativas frente a Control
2 25 Ulcera *p < 0.05y **p < 0.01 (n=4).
g
20
Control Control Patrén FB-FU
normal Ulcera oM

En consecuencia, con la FB-FU no fue posible evidenciar capacidad de estimulo a la
secrecion o proteccién de mucinas en la mucosa gastrica. En tanto que, para este estudio,
el indice de lesiones hemorragicas en el grupo tratado profilacticamente con la fraccion de
P. peruviana L. fue contundentemente reducido respecto al control de méaximo dafio
(Control tlcera) sin una relacion directa con actividad conservadora de moco en el tejido

glandular gastrico.

Evaluacién de parametros de Estrés Oxidativo

El EtOH favorece elaument o de s upperdxidd dechidroglr@ (H.02) por
estimulo de actividad xantina oxidasa, liberacién de hidrolasas acidas que dafian el tejido
como producto de desestabilizacion de membranas (lisosomales particularmente) que

puede ser estimado por indice de peroxidacion lipidica (Adinortey et al., 2013).

Los resultados de las pruebas de TBARS, GSH, y evaluacion enzimética para SOD y CAT

se resumen en la Tabla 4-5. (Datos completos en anexos 17 al 20).

La evaluacion de la concentracion de MDA por prueba de TBARs en las diferentes
muestras de tejido gastrico permitieron encontrar diferencias significativas en los animales
pre-tratados con FB-FU respecto al Control Glcera. Esto se interpreta como la capacidad
de la fraccion para reducir profilacticamente el dafio oxidativo de las membranas celulares

y otros compuestos de naturaleza lipidica.
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Del mismo modo, Sandoval et al.(2015) concluyeron que la papa (Solanum tuberosum)
variedad Tomasa presenta actividad de defensa antioxidante (sobrenadante de licuado en

crudo a 5 mL/Kg) al reducir la peroxidacion lipidica a nivel gastrico.

Tabla 4- 6: Parametros bioquimicos evaluados en modelo de EtOH

Grupo de Parametro evaluado en Modelo de Etanol
pretratamiento TBARs GSH SOD CAT
Control normal 7,28 +3,82 4,92 2,02 4,97 £ 0,66 9,32 +1,52
Control Ulcera 17,40 £2,12 5,00 * 3,99 5,42 +1,39 9,37 £2,46
Patrén OM 10,54 + 4,00 5,45 £ 2,47 6,03 +0,71 9,37 £0,86
FB-FU 9,35 £ 2,63** 5,03+2,91 6,79 + 2,37 12,36 £4,94

Datos expresados como la media + D.E (n=4). Diferencias significativas frente a Control Glcera *p < 0.05 y **p < 0.01
TBARs: MDA (ug/g de tejido); GSH: (umol/g de tejido); SOD: (U/mg de proteina) ; CAT: (umol H,O, consumidos/min/mg de
proteina). Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o. con induccién de dafio Etanol
50% v.0. x30 min (EtOH); Patr6n OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU + EtOH; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de
uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + EtOH

No se detectaron diferencias concretas en las otras pruebas realizadas, por lo cual el efecto
protector de FB-FU bajo las condiciones experimentales aqui desarroladas no puede ser
atribuible a un aumento en concentraciones de GSH o a la actividad enzimatica

antioxidante por parte de SOD o CAT.

Otros estudios en donde implementaron el mismo método para induccién de lesiones
gastricas en ratas Wistar permitieron asociar la propiedad de gastroproteccién a un
aumento de enzimas y moléculas antioxidantes. Hajrezaie et al. (2012) vincularon la
propiedad protectora gastrica de un complejo derivado de Cobre (ll) con la actividad
antioxidante mejorada de GSH, SOD y NO asi como PGE,. De la misma manera lo
reportan Selmi et al. (2017), cuyo efecto protector del extracto acuoso de cascaras de
naranja (Citrus sinensis L.) pudo ser relacionado con valores aumentados de enzimas
antioxidantes (CAT, SOD y GPx) asi como con la notable reduccién en la peroxidacién

lipidica comparado con su grupo control.

Finalmente, se puede afirmar que la administracion oral de la Fraccion butandlica de los
frutos de uchuva (P. peruviana L.) a 100 mg/Kg en Unica dosis previa a la induccion de
Ulceras por Etanol 50% confiere proteccién significativa a la mucosa gastrica de ratas
Wistar macho adultas, con una reduccién considerable de la peroxidacién lipidica sin

cambios detectables en la cantidad de moco gastrico por la prueba de Alcian Blue.
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4.2.2 Modelo de ulcera gastrica por Indometacina (IND)

A Ensayos preliminares

Indometacina en sobredosis funcioné tanto en ratas como ratones, produciendo lesiones
puntiformes ampliamente distribuidas en la zona glandular del estbmago. En ratas albinas
Wistar fue suficiente la dosis de 40 mg/Kg para observar dafios mientras que para los
ratones albinos CD1 fue necesaria la dosis de 60 mg/Kg, similar a la empleada por
Rodriguez et al. (2012) quienes observaron resultados confiables a 68mg/Kg, pero muy
superiores a lo establecido por Adhikary et al. (2011) y Wang et al. (2014) con un modelo
estandarizado a dosis de 18 mg/Kg del AINE.

Las condiciones que permitieron desarrollar el modelo de induccién de Ulceras por
Indometacina se resumen en la tabla 4-7, en donde se destaca un par de ventajas respecto
a los protocolos descritos en la literatura.

Tabla 4- 7: Ventajas y desventajas del modelo de Ulcera gastrica por IND implementado

Modelo de : .
, . Protocolo Comparativa (Adinortey et al., 2013)
Ulcera gastrica
Ratones ambos sexos Se redujo el tiempo de ayuno en al menos 8 h
(8-11 semanas de edad) . ) »
Ayuno 16h Se permitié un aumento en tiempo de accion de los
Indometacina Tratamientos 4h de accion tratamientos de al menos 3 h
. Se us6 una dosis y tiempo de accién dentro del rango
Indometacina 60mg/Kg v.0. DU T y P 9
4h de accién comun

Farmaco de referencia: El Omeprazol fue efectivo protegiendo el tejido gastrico de los

efectos toxicos de la Indometacina a una dosis de 40 mg/Kg.

Prueba piloto con extractos: Una vez definidas las condiciones del modelo, se incluy6
una evaluacion comparativa con cuatro (n=4) individuos por tratamiento, en donde se midi6
la respuesta de animales tratados con EET-FU 1000 mg/Kg y FB-FU 100 mg/Kg en el
modelo de Ulcera géstrica por sobredosis de Indometacina (Fotografia 4-6). Los resultados

no permitieron concluir diferencias significativas entre los grupos tratados con los extractos.

Pese a que el EET-FU sugirio con los resultados del ensayo FRAP tener mas capacidad
antioxidante in vitro por potencial reductor, al ser enfrentado en un modelo in vivo no

evidencid ventajas respecto a su fraccién butandlica. Sin embargo, son necesarios
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estudios rigurosos para concluir de manera veridica la existencia o no de diferencias

significativas en la actividad biol6gica de gastroproteccion en este y otros modelos.

Fotografia 4- 6: Lesiones por IND en mucosa géastrica. Tratamiento con EET-FU y FB-FU

Control dlcera Patr6n OM EET-FU FB-FU
ILG:35£12 ILG:2+1 ILG: 17+8 ILG: 15+ 13

Estémagos de ratones macho y hembra disectados por curvatura mayor. Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de
foto: >>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en
Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones // ILG: indice de lesion gastrica expresado como puntos respecto al
dafio en zona glandular. Control Ulcera: Vehiculo v.o. + induccién de dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o. UD x4h (IND)
Patrén OM: Omeprazol 60 mg/Kg v.0.DU + IND, EET-FU: Extracto etandlico total de frutos de uchuva 1000 mg/Kg v.o. DU +
IND; FB-FU: Fraccion butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + IND.

Extractos Etandlicos derivados de diferentes plantas han mostrado efecto protector en
modelos murinos de enfermedad gastrica; como el EET de hojas de romero (Rosmarinus
officinalis L) en modelo de Ulcera por Etanol (Amaral et al., 2013), el EET de maracuya
silvestre (Passiflora foetida) que inhibe hasta en un 79% (200 mg/Kg) la formacién de
lesiones gastricas inducidas por Aspirina (Sathish et al., 2011), e incluso EET tan potentes
como el de semillas de ajonjoli (Sesamum indicum) que en animales con induccion de
injuria gastrica por Indometacina protege el tejido glandular del estbmago hasta en un 95%

en dosis de 400 mg/Kg (Hazarika et al.,2015), entre otros diversos ejemplos.

A Evaluacion de actividad bioldgica - fraccion butanélica de
frutos de uchuva-modelo IND

Estudio macroscopico

Se observaron lesiones géstricas puntiformes (petequias y/o puntos hemorrdgicos de
diferentes tamafios) y algunos cambios en tonalidad y pliegues de la mucosa en los grupos
expuestos a los efectos toxicos de la Indometacina (Fotografia 4-7) Los datos y estudio

estadistico para hallar diferencia entre grupos se encuentran en Anexo 10.
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Todos los grupos experimentales exhibieron diferencia estadisticamente significativa
respecto al grupo Control Ulcera que en promedio fue evaluado con un ILG de 24, aunque

con una variabilidad en respuesta bastante amplia (Grafico 4-4).

Fotografia 4- 7: IND: Estdbmagos que representan el promedio de ILG por grupo

Control Normal Control Ulcera Patr6n OM FB-FU

Estémagos de ratones macho y hembra disectados por curvatura mayor. Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de
foto: >>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en
Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones. ILG: indice de lesién gastrica expresado como puntos respecto al
dafio en zona glandular. Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control Glcera: Vehiculo v.o. + induccién de
dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o. UD x4h (IND) Patron OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.0.DU + IND, FB-FU: Fraccion
butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + IND.

Gréfico 4- 4: indice de lesion gastrica en modelo de Ulcera por IND

40 | Grafico de barras con error generado en
SPSS. ILG: indice de lesiéon gastrica
expresado como puntos respecto al dafio
en zona glandular. Control normal:
Vehiculo v.o. sin induccién de dafio;
Control dlcera: Vehiculo v.o. + induccion
de dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o.
UD x4h (IND) Patron OM: Omeprazol 80
mg/Kg v.0.DU + IND, FB-FU: Fraccién
butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg

landular
w
o

(ILG) Puntos por severidad de
flo en area g
N
o

S 10 | *% v.0. DU + IND.
S *%
** Diferencias significativas frente a Control
0 T - dicera *p < 0.05 y **p < 0.01 (n=6).
Control Control  pag6nOM  FB-FU

normal Ulcera

La puntuacién de dafio en los grupos Patrén OM y FB-FU fue inferior con una significancia
estadistica contundente comparado con el grupo de maximo dafio (control Ulcera). Esto
puede interpretarse como un efecto gastro-protector categérico en los animales tratados
profilacticamente en dosis Unica con la fraccion butandlica del EET de Physalis peruviana
L. y es sugerente de la fiabilidad del farmaco de referencia a la dosis usada para

contrarrestar los efectos téxicos de la Indometacina.

Farmacos como la indometacina que terapéuticamente inhiben COX, tienen como efecto

toxico restringir la producciéon de PGs via COX-1, alterando la integridad del tejido géastrico
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por reduccién de bicarbonato y moco en la mucosa, permitiendo la secrecién descontrolada
por parte de las células parietales y, por ultimo, trastornando tanto el mantenimiento del

flujo sanguineo de la mucosa como la restitucion celular del epitelio (Del Valle, 2015).

El nivel de proteccidn estimado por el porcentaje de inhibicion de la lesién gastrica fue mas
alto en el grupo tratado con el medicamento de referencia (Omeprazol 80 mg/Kg) que con
la Fraccion del Extracto Etandlico de P. peruviana L. (Tabla 4-8). No obstante, ambos
demostraron en promedio un alto grado de gatroproteccion.

Tabla 4- 8: Efecto de la fraccién butandlica de frutos de uchuva (FB-FU) y Omeprazol
(OM) en alteraciones macroscoépicas gastricas inducidas por Indometacina (IND)

Andlisis macroscoépico-area glandular (cuerpo) del estémago-modelo

Grupo de Indometacina
pretratamiento LG Porcentaje de inhibicién LG
Control normal 1,00 = 1,26** -
Control Ulcera 24,00 + 10,99 -
Patrén OM 3,67 + 2,16** 84,71%
FB-FU 6,33 + 1,63* 73,63 %

Datos expresados como la media + D.E (n=6). Diferencias significativas frente a Control Ulcera *p < 0.05 y **p < 0.01.
ILG: indice de lesién géstrica expresado como puntos respecto al dafio en zona glandular. Control normal: Vehiculo v.o.
sin induccion de dafio; Control Glcera: Vehiculo v.o. + induccion de dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o. UD x4h (IND)
Patron OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.0.DU + IND, FB-FU: Fraccion butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + IND.

La fraccion butandlica del EET de frutos de uchuva (P. peruviana L.) de acuerdo con los
resultados, a dosis de 100 mg/Kg v.o administracion previa al factor lesivo, contrarresta de

forma considerable los efectos toxicos de la Indometacina a nivel gastrico.

Analisis histopatoldgico

De manera general, se observan alteraciones de leves a moderadas en la arquitectura de
la mucosa gastrica (Tabla 4-9). El grupo de maximo dafio no revela alteraciones severas
en su epitelio por lo cual se deduce que el dafio generado por la dosis de 60 mg/Kg de
Indometacina fue de leve a moderado, pero suficiente para encontrar divergencias entre
grupos. No se identificaron diferencias contundentes en las muestras analizadas de los

grupos Patron OM y FB-FU, pero si de estos respecto al grupo Control Ulcera.

En este modelo, al igual que en el de Etanol, zonas francamente ulceradas fueron
indetectables. Otros estudios que implementaron el modelo por sobredosis de AINE, a

pesar de no demostrar a nivel histolégico dafio con compromiso de la capa muscular de la
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mucosa, sino areas erosionadas, indistintamente clasifican sus modelos como inductores
de Ulceras gastricas (Adhikary et al., 2011; Rodriguez, et al., 2012; Atalayet al., 2015;
Parvan et al., 2017; Sengul & Gelen, 2019). Esto revela una necesidad de replantear la
forma en la que se define el nombre de los biomodelos experimentales de enfermedad

gastrica para evitar ambigledad al momento de exponer conclusiones.

Tabla 4- 9: Resumen de hallazgos histopatoldgicos - modelo de IND

Celularidad de la Nivel de . -
Grupo ~ Observaciones adicionales
mucosa dafio
Control T En una muestra se observé leve infiltracion PMNs y
Epitelio intacto. #
normal leve edema en submucosa
Leve cantidad de moco desprendido en la luz,
Leve descamacion del infrecuentes focos de necrosis en epitelio,
Control epitelio por focos. Leve -1l desorganizacion leve de glandulas, leve a moderada
Ulcera afeccion a la estructura infiltracibn de PMNs y congestion en mucosa
de glandulas. superficial, edema leve a moderado en la submucosa,
leve infiltrado MNs en serosa.
Patrén Leve descamacion del 4l Leve edema en submucosa, infrecuentes focos de
OM epitelio por focos. leve infiltracion de PMN en mucosa profunda.
Leve descamacion del Leve infiltrado de PMNs en mucosa profunda, leve
FB-FU epitelio por focos #-l edema en submucosa, leve cantidad de focos de MNs
' en la capa serosa

Nivel de dafio: Criterios Morini & Grandi; (Fotografias relacionadas en Anexo 8). Control normal: Vehiculo v.o. sin
induccién de dafio; Control Glcera: Vehiculo v.o. + induccion de dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o. UD x4h (IND) Patrén
OM: Omeprazol 80 mg/Kg v.0.DU + IND, FB-FU: Fraccion butanélica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + IND.

Parametros in vitro
Las ROS juegan un papel determinante en el desarrollo de la patogénesis en lesiones
gastricas agudas en modelos experimentales por AINEs, asociado principalmente a

peroxidacion lipidica (LPO) por alteracion estructural de acidos grasos insaturados (Atalay

et al., 2015). Se realizaron pruebas de enzimas antioxidantes SOD y CAT (Tabla 4-10).

Tabla 4- 10: Parametros bioquimicos evaluados en modelo de IND

Parametro evaluado en Modelo de

Grupo de Indometacina
pretratamiento SOD CAT
Control normal 6,87 = 1,31 912+1,72
Control tlcera 5,86 + 0,79 8,48 + 1,25

Patrén OM 5,70 £ 0,72 7,91+1,17

FB-FU 5,48 + 0,94 7,68 +1,45

Datos expresados como la media + D.E (n=6) Diferencias significativas frente a Control Glcera *p< 0.05 y **p< 0.01
SOD:U/mg de proteina, CAT: pumol H,O, consumido/min/mg de proteina; Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién de
dafio; Control ulcera: Vehiculo v.o. + induccién de dafio por Indometacina 60 mg/Kg v.o. UD x4h (IND) Patron OM:
Omeprazol 80 mg/Kg v.0.DU + IND, FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.o. DU + IND.
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Con lo anterior podemos deducir que los animales que fueron administrados con fraccién
butandlica del EET de frutos de P. peruviana L. (uchuva) a 100 mg/Kg via oral en Unica
dosis, son protegidos de manera significativa de la injuria gastrica por Indometacina, sin
encontrar relacion directa con enzimas antioxidantes como SOD y CAT. Son necesarias
pruebas especificas para determinar si la fraccion presenta proteccion o estimulo de los
niveles basales de PGs en tejido gastrico.

Pérez-Guerra et al., (2012) por su parte, concluyen que la efectividad de D-002 (mezcla de
6 alcoholes alifaticos primarios purificada de la cera de abejas (Apis mellifera)) en la
proteccion de la mucosa gastrica de ratas Wistar macho expuestas a Indometacina en
sobredosis se relaciona con un efecto secuestrador de radicales hidroxilo, asociandolo a
valores significativamente bajos en indice de peroxidacion lipidica por la prueba de TBARS.

4.2.3 Modelo de tlcera gastrica por Ligadura Pilorica (LP)

A Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos en ambas especies considerando la ventaja de obtener mas
volumen de contenido gastrico en ratas, pero con la decision final de implementar ratones
en el modelo por su mayor susceptibilidad de generar lesiones atribuibles a la LP. Respecto
a los tratamientos, se permitié un tiempo de accion de 2 horas teniendo en cuenta que el
estbmago de los ratones tiene un vaciamiento completo a los 90 minutos aproximadamente
(Toso et al., 2009); asi, se garantiz6 que el contenido recolectado posterior a la LP

correspondiera Unicamente a secrecion gastrica.

Algunas diferencias del protocolo implementado para generar lesiones gastricas por

ligadura pil6rica comparado con lo establecido por literatura se resumen en la Tabla 4-11.

Tabla 4- 11: Ventajas y desventajas del modelo de Ulcera gastrica por LP implementado

Modelo de Ulcera

. Protocolo Comparativa (Adinortey et al., 2013)
gastrica
Rat(%niséasr;?]c;snzgos Se redujo el tiempo de ayuno en al menos 8 h
Ayuno 16h 1 Se us6 una dosis y tiempo de accion dentro del
Ligadura pilérica Tratamientos 2h de accion rango comun

. . Se permitieron 2 h de accién de tratamiento v.o,
Laparotomia-ligadura de piloro-

cierre abdominal comparado con el protocolo que propone inyectar
6h de accién tratamientos intra-duodenal durante la cirugia.
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Farmaco de referencia: Omeprazol a 80 mg/Kg via oral redujo de forma importante la
acidez en el contenido géastrico (determinacién por titulacién con NaOH) al cabo de 6 horas
de LP. Por esta razén se decidié usar OM 80 mg/Kg en todos los modelos agudos para

unificar la dosis usada en los diferentes ensayos.

A Evaluacion de actividad biologica - fraccion butanélica de
frutos de uchuva - modelo LP

Estudio macroscépico

Se evidenciaron cambios en la mucosa gastrica de animales sometidos al procedimiento
quirargico de ligadura pilérica, y algunas alteraciones leves en apariencia de la mucosa
gastrica en animales control sin induccién por LP. Las lesiones gastricas se caracterizaron
por ser puntiformes ampliamente distribuidas en la mucosa de los estbmagos (petequias
y/o puntos hemorragicos de diferentes tamafios) y alteracién o no en tonalidad y pliegues
en grupos expuestos a la Ligadura (Fotografia 4-8). Los datos y estudio estadistico para

hallar diferencia entre grupos se encuentran en Anexo 11.

Fotografia 4- 8: LP: Estbmagos que representan el promedio de ILG por grupo

Patrén OM

Control Normal Control Ulcera

Estémagos de ratones macho y hembra disectados por curvatura mayor; Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de
foto: >>Freehand Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco); Ajuste de brillo y contrastes de luz en
Microsoft Word >>Formato de la imagen>>Correcciones. ILG: indice de lesion gastrica expresado como puntos respecto al
dafio en zona glandular; Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control Glcera: Vehiculo v.o. + induccién de
dafio: ligadura pilérica x 6h (LP); Patron: Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU + LP; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de
uchuva 100 mg/Kg v.0.DU + LP.

Como se aprecia en el Grafico 4-5, el indice de lesién gastrica fue significativamente mayor
en el grupo control Ulcera. Los animales administrados con el medicamento estandar
(Omeprazol 80 mg/Kg) mostraron en promedio menor ILG con mayor diferencia estadistica

respecto al control Ulcera que los tratados con la fraccién butandélica de uchuva (FB-FU).
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Gréfico 4- 5: indice de lesion gastrica en modelo de Ulcera por LP
80

Grafico de cajas simple generado en
SPSS; ILG: indice de lesion gastrica
expresado como puntos respecto al dafio
en zona glandular; Control normal:
Vehiculo v.o. sin induccién de dafio;
Control dlcera: Vehiculo v.0. +
induccién de dafio: ligadura pil6rica x 6h
(LP); Patrén: Omeprazol 80 mg/Kg v.o.
DU + LP; FB-FU: Fraccién butandlica de
frutos de uchuva 100 mg/Kg v.0.DU + LP.

landular

o]
o

N
o

flo en area g

(ILG) Puntos por severidad

de dal

20
Diferencias significativas frente a Control

Sk Ulcera *p < 0.05 y **p <0.01 (n=6).

0 [ i)
Control Control
normal Ulcera

Patrén OM FB-FU

En cuanto al potencial protector expresado en porcentaje de inhibicién de las lesiones
géstricas, la Tabla 4-12 indica como el farmaco de referencia usado en el grupo Patron OM
logré reducir la presentacion de lesiones géstricas en un 85,5%, asi como la fraccién
butandlica de frutos de uchuva a 100 mg/Kg en un porcentaje similar (78,6%). Esto seria
un hallazgo sugestivo de gastroprotecciéon ante efectos autolesivos por secreciones
gastricas y/o alteraciones vasomotoras relacionados con el trauma pilérico inducido.

Tabla 4- 12: Efecto de la fraccion butandlica de frutos de uchuva (FB-FU) y Omeprazol
(OM) en alteraciones macroscoépicas gastricas inducidas por Ligadura Pil6rica (LP)

Andlisis macroscoépico-area glandular (cuerpo) del estémago-modelo LP

Grupo (_:ie
pretratamiento ILG Porcentaje de inhibiciéon LG
Control normal 2,17 £ 1,47 -
Control tlcera 46,00 + 20,26 -
Patrén OM 6,67 * 4,54** 85,50 %
FB-FU 9,83 + 4,26* 78,63 %

Datos expresados como la media + D.E (n=6) Diferencias significativas frente a Control Ulcera *p < 0.05 y **p < 0.01

ILG: indice de lesién gastrica evaluada en puntos respecto al dafio en zona glandular.; Control normal: Vehiculo v.o. sin
induccion de dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o. + induccion de dafio: ligadura pilérica x 6h (LP); Patron: Omeprazol 80
mg/Kg v.o. DU + LP; FB-FU: Fraccién butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.0.DU + LP.

Analisis histopatoldgico
Los resultados a nivel microscopico se presentan en la Tabla 4-13. En las muestras
representantes del grupo de maximo dafio (Control Ulcera) fue posible observar multiples

alteraciones tanto circulatorias como estructurales. En escala Morini y Grandi se clasifico

con grado Il a lll, lo que implica gran compromiso de la capa mucosa por dafio extenso en
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el epitelio. Ademads, en este modelo a diferencia de los anteriores fue posible identificar

infiltracién de células inflamatorias a nivel de la serosa gastrica.

Tabla 4- 13: Resumen de hallazgos histopatolégicos - modelo de LP

Grupo Calmete] e e ME 2 Observaciones adicionales
P mucosa dafio
Control
Intacta # Leve edema en submucosa.
normal
Leve a moderado cantidad de MNs y leve cantidad de
Descamacion del PMNs en la luz. Leve a moderada congestion y
epitelio de moderada a moderada a severa hemorragia en mucosa, leve
severa por focos, hemorragia en mucosa profunda, leves focos de necrosis
Control alteracion leve de la -1l en mucosa profunda, leve a severa desorganizacion
Ulcera estructura glandular glandular. Leve a severa disminucion de células
con algunos focos parietales por foco, leve a moderada infiltracién de PMNs
necroéticos en capa en mucosa profunda, leve congestion, edema,
superficial hemorragia e infiltrado de PMNs en submucosa,
moderado a severo infiltrado de MN difuso en serosa.
. L Leve presencia de bacterias en la luz, leve a moderado
Patrén | Leve descamacion del P It
o a-l moco en la luz, leve a moderada congestion y
OM epitelio -
hemorragia en mucosa.
Leve a moderada congestion y hemorragia en la mucosa,
leve a severa desorganizacion glandular, leve a
Leve a moderada Lo ! ;
S moderada disminucion de células parietales por focos,
FB-FU descamacion del - .
epitelio leve infiltracion de PMNs en mucosa profunda, leve
P infiltrado MNs en submucosa leve a moderado infiltrado
difuso de PMNs en serosa.

Nivel de dafio: Criterios Morini & Grandi; (Fotografias relacionadas en Anexo 8); Control normal: Vehiculo v.o. sin induccién
de dafio; Control Ulcera: Vehiculo v.o. + induccién de dafio: ligadura pilérica x 6h (LP); Patron: Omeprazol 80 mg/Kg v.o.
DU + LP; FB-FU: Fraccion butandlica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.0.DU + LP.

Los cortes de estbmagos del grupo Patrén OM (Omeprazol 80 mg/Kg) y FB-FU (Fraccién
butandlica de P. peruviana L. a 100 mg/Kg) mostraron reduccién considerable en la

presentacion de las alteraciones histoldgicas descritas en el grupo Control Ulcera.
Parametros in vitro

Evaluacién de la secrecion gastrica

La retencién de la secrecion gastrica por LP es un factor ulcerogénico experimental
(CYTED, 1995). El modelo se llevé a cabo principalmente por su utilidad de evaluar el

contenido estomacal bajo condiciones controladas y por su relativa sencillez operacional.

Resultados y andlisis estadistico se encuentran en Anexo 14 y resumidos en la tabla 4-14.

El pH fue evaluado con tiras tornasol por lo cual fue considerado mas como una variable
cualitativa que cuantitativa. Se ha reportado que el estbmago de un ratén con alimento

presenta un pH cercano a 3, mientras que en ayuno presentan un pH de 4 (McConnell et
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al., 2008). En muestras de animales privados de alimento para este estudio el pH varié de
5 a 6, diferente a otros estudios que reportan valores de pH entre 2-3 en el mismo modelo
(Delgado, 2009; Sharma & Singh, 2017), por lo que serian necesarios métodos mas
sensibles para medir el pH del contenido gastrico y confirmar diferencias veridicas con lo
reportado por otros autores.

Tabla 4- 14: Evaluacioén de la secrecién gastrica

Parametro evaluado - contenido gastrico liquido
Inhibicion de la

Grupo Volumen (pL) secrecion Acidez Total (mEqg/L/6h)
gastrica
Control normal 48 + 20** _
Control Ulcera 383 + 254 2,73+ 0,69
Patron OM 254 + 143 34% 1,71 + 0,40*
FB-FU 157+ 62 59% 2,09 £ 0,49

Datos expresados como la media = D.E. (n=6) Diferencias significativas frente a Control tlcera *p < 0.05 y **p < 0.01; Control
normal: Vehiculo v.o. sin induccién de dafio; Control tlcera: Vehiculo v.o. + induccién de dafo: ligadura pilérica x 6h (LP);
Patron: Omeprazol 80 mg/Kg v.o. DU + LP; FB-FU: Fraccion butanélica de frutos de uchuva 100 mg/Kg v.0.DU + LP.

Los resultados obtenidos a partir del contenido gastrico sugieren que no hay diferencia
significativa entre volumen y acidez total evaluados en los grupos Control Ulcera y FB-FU.
Aunque se observé un leve incremento de pH, reduccién del volumen gastrico considerable
con inhibicion de la secrecién del 56% y una aparente reduccién en la acidez total en los
animales pretratados con la fraccion butanélica de las bayas de Physalis peruviana L., la
estadistica no pudo sostener estas diferencias respecto al grupo Control Ulcera
posiblemente por la gran variabilidad de los resultados en el grupo de maximo dafio,
principalmente en los resultados de volumen (Coeficiente de variacion: 66,3%). El
pretratamiento con Omeprazol a dosis de 80 mg/Kg v.o DU a pesar de no lograr cambios
significativos en el volumen de secrecion gastrica, presentd diferencia estadistica en la

acidez total de los animales con Ligadura Pil6rica.

Similar a este estudio, Delgado (2009) evalué la actividad de un extracto hidroalcohdlico
del aji (Capsicum annum L.) encontrando una inhibicion de las lesiones gastricas a dosis
de 100 y 1000 mg/Kg de aproximadamente 80% sin cambios significativos en pH, acidez
total, ni en el volumen géstrico. Por el contrario, estudios como el desarrollado por Sharma
y Singh (2017) demostré potencial gastroprotector de un extracto metandlico de raices de
Curculigo orchioides que pudo relacionarse con aumento de pH, reduccion de la acidez
total y del volumen respecto a su grupo control sin evidenciar cambios significativos en

concentraciones de Pepsina.
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En medicina humana, las Ulceras duodenales y pre-piléricas se han asociado con altos
niveles de secrecion de acido gastrico, mientras que en pacientes diagnosticados con
Ulcera géstrica estos niveles son normales o bajos (Hunt et al., 2015), lo que sugiere que
las lesiones a nivel del estbmago se relacionan mas con alteraciones en los mecanismos

de defensa de la mucosa.

En resumen, la administracion profilactica de la fraccion butandlica de frutos de uchuva a
dosis de 100 mg/Kg en ratones CD1 confiere proteccion a nivel de la mucosa géastrica en
animales sometidos a ligadura pil6rica, con una reduccion del volumen de secreciones

gastricas que no pudo apoyarse por la estadistica.

4.2.4 Modelo de Glcera gastrica por Acido Acético (AcOH)
A Ensayos preliminares

La induccién por 4cido acético se realizdé experimentalmente de manera aguda, pero se
considera cronica por el dafio a la estructura celular de la capa mucosa (Souccar & Lapa,
2002). Se realizé en un pequefio grupo de animales (h=3) basados en el método quirdrgico
asistido con pinza de punta circular (Amagase y Okabe, 2002) usando la concentracion de
acido acético recomendad por Souccar y Lapa (2002). Se observaron resultados a un dia
después del procedimiento para corroborar la no perforacion del estbmago, y al tercer dia
para evaluar la herida consolidada (Fotografia 4-9). Segun lo explican Okabe y Amagase
(2005) en su revision, tres (3) dias seria el tiempo necesario para observar el maximo dafio
causado por el acido; entonces, a partir de ese momento es adecuado instaurar

tratamientos para evaluar capacidad curativa.

Como hallazgo importante, se observaron lesiones de caracter unilateral (Fotografia 4-9

A) o bilateral (Fotografia 4-9 B) con el método empleado.
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Fotografia 4- 9: Lesiones gastricas por AcOH (estandarizacion)

Estdbmagos de rata A: hembra (1d post-inyeccion local de acido acético) y B: macho (3d post-inyeccién local de acido
acético) disectados por curvatura mayor; Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de foto: >>Freehand Selections
(bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en Microsoft Word >>Formato
de la imagen>>Correcciones. Las flechas (A ) indican las lesiones generadas por inyeccién de acido acético 10% en
submucosa gastrica

El protocolo empleado para inducir lesiones gastricas por AcOH es confrontado con lo

descrito por otros autores en la tabla 4-15.

Tabla 4- 15: Ventajas y desventajas del modelo de Ulcera por AcOH implementado

Modelo de ulcera
gastrica

Protocolo Comparativa (Adinortey et al., 2013)

Se redujo el tiempo de ayuno en al menos 8 h
Ratas ambos sexos I P Y

(10-12 semanas) Se hizo herida con diametro 50% menor
Ayuno 16h , - . i
1 Se us6 una concentracion y tiempo de accién dentro
_ LaparotomiaA inyeccion de del rango comdn

Acido acético al 10% con pinza
de 0,5cm de diametroA cierre ) ]

abdominal y recuperacion. periodo de tratamientos
72 h de accién 1 Los tratamientos se hicieron en el rango establecido

Acido Acético No se hizo restriccion de alimento ni agua en el

. X La frecuencia de administracion fue menor
Tratamientos cada 24h v.0. x 7 . )
dias (usualmente dos veces al dia), e incluso se
recomiendan mas de 2 semanas de tratamiento

Farmaco de referencia: El Omeprazol se manejé a 40 mg/Kg via oral una vez al dia
durante 7 dias, iniciando 72 horas después del procedimiento quirtrgico inductor de dafio
gastrico. La dosis fue seleccionada como la mitad de la instaurada en modelos agudos

teniendo en cuenta que en este caso se realizarian administraciones repetidas.



116 Evaluacién preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos
murinos de Ulcera gastrica

A Evaluacion de actividad biologica - fraccion butandlica de
frutos de uchuva - modelo AcOH

Se realiz6 observacién diaria de los animales para monitorear su estado general de salud
y asi garantizarles condiciones minimas para su bienestar (Anexo 7).
Estudio macroscépico

En estbmagos de animales con induccion por AcOH se observaron focos circulares o
elipsoidales de aparente pérdida de continuidad de tejido, con cambio 0 no de coloracién
a tonos mas palidos respecto al tono normal de la mucosa gastrica (Fotografia 4-10). En

heridas bilaterales se tuvo en cuenta la de mayor area para el andlisis estadistico.

Fotografia 4- 10: AcOH: Estébmagos que representan el promedio de ILG por grupo

FB-FU

Control normal Control Glcera Patrén OM

Estémagos de ratas disectados por curvatura mayor. Imagen editada en ImageJ para eliminar fondo de foto: >>Freehand
Selections (bordes)>>Edit>>Clear Outside>>Flood fill Tool (Blanco). Ajuste de brillo y contrastes de luz en Microsoft Word
>>Formato de la imagen>>Correcciones; Control normal: Vehiculo v.o. SID x 7d sin induccién de dafio; Control Glcera:
induccién de dafio con &cido acético 10% in situ (AcOH) + Vehiculo v.o. SID x 7d; Patron OM: AcOH + Omeprazol 40 mg/Kg
v.0.SID x 7 d; FB-FU: AcOH + Fraccion butandlica de frutos de uchuva 50 mg/Kg v.0.SID x 7 d. Las flechas (A ) indican el
area de lesion hallada.

El indice de lesion gastrica fue mayor en el grupo Control Ulcera, siendo diferente
estadisticamente a los grupos Control normal y Patrén OM. Los animales tratados con la
fraccion butandlica de los frutos de uchuva (FB-FU) presentaron en promedio un area de
lesibn menor al grupo de maximo dafo (Control Ulcera), sin diferencia significativa como

se expone en el Gréfico 4-6 y se expone en Anexo 12.

En cuanto al nivel de gastroproteccion interpretado como el porcentaje de curacion de la
lesién gastrica, la administraciéon de Omeprazol 40 mg/Kg en dosis repetidas (SID x 7d)
logré reducir en los animales el tamafio de la herida en un 83%, mientras que la FB-FU en
dosis de 50 mg/Kg en el mismo periodo e intervalos de adnimistracion presenté apenas un
45,73% de reduccion.
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Gréfico 4- 6: indice de lesion gastrica en modelo de Ulcera por AcOH.

Gréfico de cajas simple generado en

12 SPSS. ILG: indice de lesién gastrica
evaluada en area circular en puntos por
o) mm? de dafio en area glandular.
2 _10 Control normal: Vehiculo v.o. SID x 7d
IS ‘?‘; sin induccién de dafio; Control Ulcera:
€ o induccion de dafio con acido acético 10%
s 38 in situ (AcOH) + Vehiculo v.o0. SID x 7d;
g > Patron OM: AcOH + Omeprazol 40
5 & 6 mg/Kg v.0.SID x 7 d; FB-FU: AcOH +
S @ Fraccion butandlica de frutos de uchuva
g S 4 50 mg/Kg v.0.SID x 7 d
S o
a k) o Diferencias significativas frente a Control
o ° 2 Ulcera *p < 0.05 y **p < 0.01 (n=6).
= (A
0 *% (i,
Control Control Patrén FB-FU
normal Ulcera oM

Tabla 4- 16: Efecto de la fraccion butandlica de frutos de uchuva (FB-FU) y Omeprazol
(OM) en alteraciones macroscépicas gastricas inducidas por Acido Acético (AcOH)

Anélisis macroscopico-area glandular (cuerpo) del estémago-modelo &cido acético

Grup(_) de
tratamiento ILG Porcentaje de curaciéon LG
Control normal 0 ** -
Control Ulcera 7,96 + 3,33 -
Patrén OM 1,33 £ 0,64** 83,29%
FB-FU 4,32 +1,67 45,73%

Datos expresados como la media + D.E. (n=6); Diferencias significativas frente a Control Glcera *p < 0.05y **p < 0.01

ILG: indice de lesion géstrica evaluada en area circular del tejido afectado en zona glandular; Control normal: Vehiculo
v.0. SID x 7d sin induccién de dafio; Control Ulcera: induccién de dafio con acido acético 10% in situ (AcOH) + Vehiculo
v.0. SID x 7d; Patron OM: AcOH + Omeprazol 40 mg/Kg v.0.SID x 7 d; FB-FU: AcOH + Fraccion butanélica de frutos de
uchuva 50 mg/Kg v.0.SID x 7 d

La Quercetina como flavonoide aislado, a dosis de 100 mg/Kg, evidencia diferencias
estadisticas luego de un tratamiento de 8 dias con un porcentaje de inhibicién de Ulcera
de 51%, similar a los resultados de los animales tratados con fraccion butandlica de

Physalis peruviana L. (frutos) a 50mg/Kg durante 7 dias (46%) (Motilva, 1991).

Existen compuestos de origen natural que pueden presentar una reduccién eminente del
tamafio de la herida por acido acético. El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un mono-
terpeno presente prominentemente en aceites esenciales, como el de orégano y tomillo. A
una dosis de 100 mg/Kg en un modelo experimental crénico pudo reducir el indice de lesién

géstrica en un 92% respecto al control (Ribeiro et al., 2016).
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Analisis histopatolégico

Tabla 4- 17: Resumen de hallazgos histopatolégicos - modelo de AcOH

Grupo Crllenti oo 2 el e Observaciones adicionales
mucosa dafio
Algunos focos de leve . .
Control 9 o Leve cantidad de moco desprendido en la luz, un par de
descamacion del # - .
normal epitelio focos de infiltracién de PMNs en mucosa profunda
L, Leve a moderado cantidad de MNs y leve cantidad de
Descamacion del . -
oo PMNs en la luz. Leve hemorragia y moderada congestion
epitelio severa por - X -
Ly en la mucosa, algunos focos necroticos, Infiltracion
focos, alteracion
Control severa de PMNs y moderada de MNs en mucosa
h moderada a severa de n-1v -
Ulcera profunda, edema y congestion moderados en
la estructura glandular . =
Lo submucosa, moderada infiltracion de PMNs y leve de
con focos necroticos en ) AN
capa superficial MNs en submucosa. Infiltracién difusa severa de PMNs
en la capa serosa.
. Leve presencia de moco y bacterias en la luz, leve a
p Descamacion S -
Patron > . moderado moco en la luz, moderada infiltracién de PMNs
superficial de epitelio I e o
OoM en mucosa profunda, leve infiltracién de PMNs y MNs en
moderada S S
submucosa, leve infiltracién difusa de PMNs en serosa.
Descamacion del . .
o e Moderada cantidad de bacterias en la luz, leve
epitelio superficial ST i
L congestion e infiltracion de MNs en mucosa, leve edema
severa, alteracion leve ., L o
FB-FU de la estructura ] y congestion en submucosa, leve infiltracion de PMNs y
MNs en submucosa con leve a moderada infiltracion
glandular y algunos .
o difusa de PMNSs en serosa.
focos necréticos

Nivel de dafio: Criterios Morini & Grandi; (Fotografias relacionadas en Anexo 8); Control normal: Vehiculo v.o. SID x 7d
sin induccién de dafio; Control Ulcera: induccién de dafio con acido acético 10% in situ (AcOH) + Vehiculo v.o. SID x 7d;
Patron OM: AcOH + Omeprazol 40 mg/Kg v.0.SID x 7 d; FB-FU: AcOH + Fraccion butanolica de frutos de uchuva 50 mg/Kg
v.0.SIDx7d

Las lesiones generadas por acido acético al 10% inyectado directamente en el estbmago
sin tratamiento farmacolégico, y observadas 10 dias posterior al procedimiento,
alcanzaron una extension de dafio de 80-90% de la capa mucosa; no obstante, ni la capa
muscular de la mucosa ni otras capas del estbmago se vieron alteradas por discontinuidad
de tejido. El grupo control Ulcera present6 el mayor grado de afeccion histoldgica en la
capa mucosa alcanzando la puntuacion maxima (IV) segun criterios de Morini y Grandi
(Tabla 4-17). El grupo tratado con Omeprazol 40 mg/Kg redujo considerablemente algunos
deso6rdenes histopatoldgicos reportados en el grupo Control Ulcera, principalmente la
infiltracion de células inflamatorias en todas las capas del estbmago. Aunque el dafio del
epitelio y células de la mucosa gastrica en las muestras de FB-FU es similar a las del grupo
Control Ulcera, microscopicamente parece haber una reduccion de infiltracion de células

inflamatorias y atenuacion de desérdenes vasculares como edema y congestion.

Seria conveniente realizar pruebas que estimen cuantitativamente la magnitud de
infiltracion de células inflamatorias en las diferentes capas del estbmago para corroborar

estas observaciones previamente mencionadas, emplenado un tamafio de muestra mayor.
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Procesos como epitelizacion incipiente del area de dafio entre tejido de granulacién y fibras
de colageno pueden observarse luego de 21 dias y reepitelizacion casi completa a los 50
dias (Motilva, 1991). En los cortes de las muestras enviadas a histopatologia no fue posible
identificar estos indicios de curacién de las heridas.

Parametros in vitro

Los parametros bioquimicos analizados en este modelo se enfocaron en evaluar el estatus
antioxidante (FRAP), el grado de peroxidacion lipidica por parte de radicales libres
generados por la aplicacion gastrica directa de acido acético (mediante TBARS), asi como
los cambios en marcadores enzimaticos (SOD y CAT) y no enzimaticos (GSH) en los
animales luego de administraciones repetidas de la Fraccion Butandlica de P. peruviana L.
en un periodo de siete (7) dias. Los resultados se resumen en la Tabla 4-18 (Datos
originales en Anexos 15-20, pruebas estadisticas en apartado B).

Tabla 4- 18: Pardmetros bioquimicos evaluados en modelo de AcOH

Grupo de Parametro evaluado en Modelo AcOH
tratamiento FRAP TBARs GSH SOD CAT
Control normal 71+ 11,38 5,17 + 3,19** 1,69 +0,69 4,94 +0,51 6,56 + 0,67
Control Ulcera 50 £ 9,43 13,10 £1,43 161+1,14 4,92 0,18 8,48 + 1,25
Patrén OM 65 + 25,03 5,71 + 4,50** 1,74 £ 0,88 6,38 +1,17* 791+1,17
FB-FU 65 + 15, 45 10,49 £ 0,68 2,00+ 0,76 6,41+ 1,41* 7,68 +1,45

Datos expresados como la media + D.E. (n=4); Diferencias significativas frente a Control Ulcera *p < 0.05 y **p < 0.01
FRAP: Fe?* (uM); TBARs: MDA (ug/g de tejido); GSH: (umol/g de tejido); SOD: (U/mg de proteina) ; CAT: (umol H,O,
consumido/min/mg de proteina). Control normal: Vehiculo v.o. SID x 7d sin induccion de dafio; Control Glcera: induccion
de dafio con &cido acético 10% in situ (AcOH) + Vehiculo v.o. SID x 7d; Patrén OM: AcOH + Omeprazol 40 mg/Kg v.0.SID
x 7 d; FB-FU: AcOH + Fraccion butandlica de frutos de uchuva 50 mg/Kg v.0.SID x 7 d.

Durante la agregacion plaquetaria, éstas liberan especies radicalarias que pueden
disminuir la capacidad antioxidante de la muestra de suero (Fernandez et al., 2006), en
consecuencia, se decidié trabajar con muestras de plasma (sobrenadante de sangre con

anticoagulante).

Los resultados del ensayo FRAP se contrastaron con los valores de proteina determinada
en el plasma sanguineo. Parece haber algin grado de relacion entre la concentracion de
proteinas plasméticas y la actividad antioxidante asociada al poder reductor segun lo indica
el gréfico 4-7. No obstante, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos.
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Gréfico 4- 7: Capacidad antioxidante vs Proteina plasmatica
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Proteina plasmatica: proteina mg/mL de plasma sanguineo (Anexo 15).Capacidad Antioxidante Total: Fe?* (mM) en
plasma. Control Glcera: induccién de dafio con &cido acético 10% in situ (AcOH) + Vehiculo v.o. SID x 7d; Patrén OM:
AcOH + Omeprazol 40 mg/Kg v.o SID x 7 d; FB-FU: AcOH + Fraccién butandlica-frutos de uchuva 50 mg/Kg v.0.SID x 7 d.

Algunos autores recomiendan realizar una valoracion de compuestos endégenos que
pueden favorecer potencialmente la capacidad antioxidante (albumina, bilirrubina, acido
arico) en el plasma (Fernandez et al., 2006). En las muestras procesadas se desconocen
dichos valores, por lo cual seria pertinente realizar una medicién de las concentraciones
principalmente de la albdmina y del &cido Urico ya que, por lo menos en humanos, suelen
ser los compuestos que mas contribuyen a la capacidad antioxidante del plasma (Yeum et
al., 2004).

La peroxidacion lipidica determinada por TBARS evidencio equivalencias estadisticas entre
los animales de los grupos Control normal y Patron OM, y estos a su vez significativamente
diferentes a los grupos Control Ulcera y FB-FU. En otras palabras, la fraccion butandlica
de la uchuva no logré una reduccion de dafio o una proteccion importante de las
membranas celulares y otros compuestos lipidicos de la mucosa géstrica en animales
tratados a dosis de 50 mg/Kg durante una semana, comparado con animales del grupo de

maximo dafio.

Segun los resultados de la Tabla 4-18, los niveles de SOD parecen ser equivalentes en

animales sanos comparado con animales del grupo con el indice de lesion gastrica mas
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alto (Control Ulcera) y significativamente aumentados en los grupos tratados con OM a 40

mg/Kg y FB-FU a 50 mg/Kg luego de una semana de iniciada la medicacion.

No se identificaron diferencias significativas entre grupos para los valores de GSH y CAT
mediante las pruebas estadisticas implementadas. Diversos estudios sustentan que la
actividad CAT disminuye con la Ulcera gastrica por acido acético ante la ausencia de
tratamiento (Mota da Silva et al., 2015; Almasaudi et al.,2017).

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados sugieren que siete (7) dias de
tratamiento con la fraccién butandlica de frutos de P. peruviana L. a dosis de 50 mg/Kg una
vez al dia, no son suficientes para observar una reduccion importante del tamafio de la
herida causada en la mucosa gastrica por acido acético 10%. Aun asi, se evidencioé una
reduccion de la infiltracion leucocitaria y un aumento significativo en la enzima antioxidante

Superodxido Dismutasa (SOD) comparado con el grupo control Ulcera.

4.3 Panorama general de resultados

A Caracteristicas de los biomodelos

El indice de lesion gastrica en todos los modelos implementados fue significativamente
menor (p <0,01)enl os grupos MAcontrol normal 6 co
dafio (control Ulcera). Esto sugiere que se lograron protocolos en donde el proceso de
enfermedad fue contundente y la actividad biol6gica para contrarrestarlos se evalué de

manera confiable.

El farmaco estandar de referencia (Omeprazol) protegié significativamente la mucosa
gastrica de los animales tratados en la posologia estableciada para cada modelo, excepto
en animales expuestos a los efectos téxicos del Etanol en donde la inhibicién de las
lesiones gastricas no fue suficiente para establecer diferencia estadistica con el grupo
control de maximo dafio. La proteccion maxima fue de aproximadamente 85% para los

modelos de Indometacina y Ligadura Pildrica.

En algunos estudios han empleado diferente tipo de medicamento estandar segun el
modelo por fundamento mecanistico en su accién farmacolégica. Como ejemplos se
pueden mencionar los trabajos de Sandoval y colaboradores (2015) quienes establecieron
en su modelo de Ulcera gastrica por Etanol, el Sucralfato como protector gastrico por su

accion local logrando una proteccién media del 93%. Hazarika et al. (2015), por su parte,

mpar ad
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usaron Misoprostol a una dosis de 100 mg/Kg obteniendo una proteccién géastrica del
99,04% en promedio para un modelo de Indometacina en ratas.

El estudio histopatologico para este tipo de modelos experimentales es fundamental para
definir la extension del dafio y asi definir de manera correcta e inequivoca el proceso de
enfermedad establecido con los métodos de induccion de lesiones géstricas. A nivel
microscépico no fue posible confirmar presencia de Ulceras francas. La mayor extension
de dafo fue observada en est-magos de animales ¢
acético, en donde se identificé pérdida del epitelio mucoso, casi en su totalidad, pero que
en ningln caso sobrepasé la capa muscular de la mucosa. Por lo tanto, la evidencia
histol6gica revela la presencia de lesiones erosivas con infiltracion de células inflamatorias,
gue en los modelos agudos cursé predominantemente con hemorragia y congestion
vascular en la mucosa. Los grupos tratados con Omeprazol y la FB-FU revelaron menor

migracion leucocitaria y menor grado de alteraciones vasculares en el tejido.

Aunque histéricamente se han denotado como modelos de Ulcera gastrica, es frecuente
encontrar en la literatura que otros autores que realizaron sus ensayos con los protocolos
recomendados determinen histopatologdgicamente lesiones de tipo erosivo con infiltracion
leucocitaria (Adhikary et al., 2011; Rodriguez et al., 2012; Parvan et al., 2017; Sengul &
Gelen, 2019), al igual que en los resultados aqui expuestos. Por tanto, pese a que el
nombre de fAModel o describglmétedosapregsgssde rinduccidm, los
resultados a nivel microscopico no son siempre congruentes con el nombre de la
enfermedad que se produce, en este caso, gastritis erosiva. De la misma manera, se
describe como parametro macroscopicoel iz ndi c e dCGYTEDR|189;rSauGcar &
Lapa, 2002; entre otros). No obstante, teniendo en cuenta que las Ulceras sélo pueden
determinarse a nivel microscépico, se propuso el término indice de Lesion Gastrica (ILG)
para evitar hacer diagnéstico de la enfermedad sin pruebas complementarias

confirmatorias.

A Lesiones gastricas y potencial efecto gastroprotector de la
Fraccion Butanolica de P. peruviana L.

El porcentaje de proteccion observado en animales que recibieron la FB-FU como
tratamiento comparado con sus respectivos grupos de maxima injuria gastrica se ilustra en

el gréafico 4-8. Los modelos de Indometacina y Ligadura Pilérica son aparentemente los
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MAas promisorios para evaluar la actividad gastroprotectora dosis-respuesta en trabajos
futuros con la Fraccién Butandlica de frutos de uchuva, ya que genera un dafio moderado
y la variabilidad de los resultados en grupo control de maximo dafio es menor que en
modelo de induccién por EtOH.

Otras plantas del mismo género han demostrado actividad gastroprotectora significativa,
principalmente Physalis minima L.: su extracto acuoso de hojas a dosis de 100 y 200
mg/Kg, en modelo de Etanol logré reducir la peroxidacion lipidica, con incremento de
glutation y catalasa (Gupta et al., 2010). Su extracto metandlico de hojas a dosis de 100y
200 mg/Kg demostrdé una contundente actividad antisecretora (Tammu et al., 2013) y
efectividad en modelo de Indometacina a dosis de 200 y 400 mg/Kg (Joshi-Anand et al.,
2013); ademas se demostr6 que dicho extracto ejerce una accion antiinflamatoria debido

a su efecto inhibidor de la expresion de fosfolipasa A, (Kalsum et al., 2013).

Gréfico 4- 8: Grados de gastroproteccion de FB-FU en los diferentes modelos
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Tanto el Extracto Etandlico de hojas de Physalis peruviana L. a dosis de 250 y 500 mg/Kg
(Rasheed et al., 2015) como de Physalis angulata L. (Rasheed et al., 2016), mostraron
actividad antisecretora de &cido gastrico, y gastroproteccion en modelos de Aspirina,
Etanol y Ligadura pilérica. La fraccion de acetato de etilo de P. alkekengi L. demostro
actividad antiinflamatoria en un modelo de edema plantar, proteccion del 90% (500 mg/kg,
PO) en modelo de Ulcera por Etanol y una moderada actividad anti-H. pylori in vitro con
una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 5 0 0 ¢ (VAnmét al., 2018).
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A Estrés oxidativo e Inflamacién en los modelos desarrollados

Se sabe que los AINEs, como la Indometacina, y el Etanol inducen dafio de la mucosa a
través de las ROS producidas por los leucocitos reclutados, siendo de gran importancia

super - xz)do HiAO® oxi | o ( AOHY,) (Atald)xtzalg Zonsppordoicmal | et e

barredores como GSH o enzimas como la SOD y CAT tienen un gran valor para medir

actividad antioxidante a nivel de la mucosa gastrica.

La FB-FU en el modelo de Ulcera por acido acético estimulé un aumento significativo de la
actividad SOD pero no se relacioné con una proteccién contundente respecto al control de
dafio, contrario a los resultados del modelo EtOH que se desarroll6 en la misma especie
(rata), en donde la gastroproteccion fue estadisticamente evidente sin cambios
significativos en la actividad superéxido dismutasa. Esto podria apoyar la teoria de que la
administracion de la FB-FU de manera repetida durante varios dias pueda estimular la
actividad enzimatica encargada de atenuar los riesgos lesivos del radical Superéxido.

En ningln modelo fue posible determinar diferencias estadisticas en los parametros de
concentracion GSH y actividad CAT usando los métodos descritos, razén por la cual un
potencial efecto gastroprotector de la FB-FU no podria asociarse directamente con la

actividad de la enzima catalasa o el estimulo a concentraciones de GSH en este estudio.

La actividad antioxidante de los frutos de uchuva fue demostrada por Hassan et al.(2017)
en modelos de ratas con carcinoma hepatocelular, encontrando mejora significativa en los
biomarcadores por aumento en GSH, TAC (capacidad antioxidante total), SOD y CAT en
tejido hepatico, renal, cerebral y testicular tras 12 semanas de tratamiento con 1mL/Kg de
jugo de fruta. El extracto Metandlico de frutos de P. peruviana L. a dosis de 150 mg/Kg
durante 12 semanas en modelo de nefrotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono en
ratas logré6 aumentar la actividad GSH, SOD y CAT (Abdel & El-Deib, 2012). Por tanto,
podria plantearse que la actividad antioxidante puede ser favorecida por la administracion

repetida de sustancias derivadas de las bayas de P. peruviana L.

La lesion superficial de la mucosa producida por los diferentes métodos de induccion de
injuria gastrica, desencadend una respuesta inflamatoria aguda (aumento de flujo
sanguineo, exudacién y reclutamiento plasmatico de leucocitos). Esta respuesta tiene el

objetivo fisioldgico de minimizar la lesién, facilitar reparacion de tejido y evitar entrada de

(
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sustancias o microorganismos extrafios a circulacion sistémica (Wallace, 2008), pero ante

una respuesta inflamatoria exacerbada se generan lesiones de mayor severidad.

Alteraciones como infiltracion leucocitaria, congestion y edema (por informe
histopatoldgico) se presentaron en menor proporcion en las muestras de animales tratados
o pretratados con la FB-FU respecto a los del grupo Control Glcera, por lo cual se sospecha
de actividad antiinflamatoria conferida por algunos componentes de la fraccion.

El proceso inflamatorio y el estrés oxidativo tienen una estrecha relacion. El acido
araquidoénico (AA) forma parte de la estructura de los fosfolipidos de membrana con una
concentracion libre muy baja. Las dos principales rutas oxidativas enzimaticas del AA son:
primero, la via de la 5-lipooxigenasa (LOX), cuyos productos principales son leucotrienos,
HETE vy lipoxinas; y en segundo lugar, la via de la ciclooxigenasa (COX), donde se
destacan prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Un tercer mecanismo conlleva a
la peroxidacién no enzimatica del AA por ROS (principalmente A @ e A O)}Hando lugar a
la formacion de lipidos quimiotacticos (Companioni Gasquez, 1995).

El leucotrieno B4 juega un rol importante como quimiotactico, estimulando la agregacion
de PMNs y favoreciendo su adhesion a células del endotelio vascular (Companioni
Gasquez, 1995). En el caso del modelo de Ulcera gastrica por sobredosis de Indometacina,
la adherencia de leucocitos parece estar mediada por la expresion de la molécula de
adhesion intercelular ICAM-1 en el endotelio vascular y la expresion de CD11b /CD18 en
los leucocitos (Wallace, 2008). Por lo anterior, son valiosas las pruebas que determinan el
deterioro de los fosfolipidos de membrana y la estimacion de las células inflamatorias que

invaden el tejido gastrico para evaluar la magnitud del dafio tisular generado.

Con la prueba de TBARSs se logré identificar una atenuacion de la peroxidacion lipidica de
células gastricas en aproximadamente 50% respecto al control de maximo dafio en

animales con lesiones gastricas inducidas por Etanol y pretratados con FB-FU.

La infiltracion de neutrdfilos en los tejidos de la mucosa gastrica esta determinada por
mieloperoxidasa (MPO) y 6xido nitrico sintasa (NOS), lo que sugiere la proporcionalidad
en el incremento de actividad de estas enzimas con el nivel de infiltracién de neutréfilos
(PMNSs) en el tejido gastrico dafiado (Atalay et al., 2015). Esta actividad no fue evaluada
en los modelos aqui desarrollados, pero pueden ser parametros bioquimicos de utilidad en

estudios futuros.
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A Posibles modos de accidn de la Fraccion Butanélica de frutos

de Physalis peruviana L. como protector gastrico.

Se ha postulado que el efecto profilactico de los extractos a base de plantas se debe
principalmente al favorecer la sintesis de PG y somatostatina y la inhibicién del dafio a la
mucosa por la supresion de la peroxidacion lipidica, teniendo en cuenta, por supuesto, el
efecto antiinflamatorio de los metabolitos secundarios. Se ha documentado que los

flavonoides disminuyen el estrés oxidativo (Bishr, 2016).

En este trabajo de investigacion se observo presencia de flavonoides por CCD (ver Seccion
4.1) en la FB-FU. Como es caracteristico de los compuestos fendlicos, en su estructura
presentan uno o mas anillos aromaticos con al menos un sustituyente hidroxilo por lo cual
son potenciales donadores de atomos de hidrégeno a especies radicalarias (Murakami et
al., 2015).

Esquema 4- 1: Estructura quimica de la Quercetina y su producto de oxidacion inicial

OH O Adaptado de Murakami et al. (2015) OH O

En el Esquema 4-1 se ejemplifica la actividad de un flavonoide presente en los frutos de la
uchuvay presumiblemente en la FB-FU, Quercetina, como donador o barredor de radicales
como el Hidroxilo (AOH), o Peroxilo (ROOA determinantes en la iniciacion y propagacion
de la peroxidacion lipidica (Céspedes & Castillo 2008; Mufiz et al.,, 2014) que afecta

principalmente membranas celulares.

Ademas, como lo propuso Baena (2015), en caso de que la FB-FU contenga acidos cafeico
y clorogénico, serian factores aditivos en la actividad antioxidante de la que se presume
en la fraccén. El acido clorogénico (50 mg/Kg v.0.) presentd actividad antiulcerosa en
modelo de Etanol y Piroxicam, inhibiendo la migracién de neutréfilos y favoreciendo CAT,
SOD, GSH, reduciendo TBARSs, y bloqueando el aumento del factor de necrosis tumoral

alfa y leucotrieno B4 (Shimoyama et al., 2013).
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5,Conlcusi ones y recomendaci

5.1 Conclusiones

El proceso patolégico generado en este estudio mediante los diferentes biomodelos
corresponde a Gastritis Erosiva, ya que en ningun caso fue posible confirmar pérdida total

del tejido mucoso con compromiso de la capa muscular de la mucosa.

Se estandarizaron cuatro modelos de gastritis erosiva: induccion por sobredosis de Etanol
(50%) en ratas macho y sobredosis de Indometacina (60 mg/Kg) en ratones via oral en
dosis Unica, asi como los modelos quirdrgicos de induccion por Ligadura Pilérica (6 horas)
en ratones y por aplicacion directa de acido acético (10%) en submucosa gastrica de ratas.

La Fraccién Butandlica derivada del Extracto Etandlico Total de frutos de Physalis
peruviana L. (100 mg/Kg en administracion Unica por via oral) confiere proteccién
profilactica en procesos agudos de injuria gastrica inducida en roedores de laboratorio por

sobredosis de Etanol e Indometacina y por Ligadura Pilérica.

La Fraccion Butandlica de los frutos de uchuva (P. peruviana L.) funcioné como agente

gastroprotector por posibles mecanismos antioxidantes y antiinflamatorios.
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5.2 Recomendaciones

Ampliar el perfil de potencial antioxidante in vitro de la fraccién butandlica con pruebas que
permitan evaluar la capacidad de captacion de anidn superoéxido, de radical hidroxilo y de

radical peroxilo.

Estandarizar el modelo de gastritis erosiva por Etanol en ratas hembra ya que no se logro
establecer un protocolo reproducible para animales de dicho sexo. Adicionalmente,
explorar este modelo en hembras con edades superiores a 8 semanas, las cuales podrian

ser mas propensas a desarrollar lesiones gastricas.

Implementar un método de marcaje por color en Ulcera inducida por acido acético para
facilitar su identificacion a nivel macroscépico. También se recomienda realizar corte
circundante a la lesion para realizar homogenados y evaluaciones bioquimicas pertinentes,
asi como para envio a laboratorio histopatolégico con el fin de analizar enfaticamente el

tejido afectado.

Incluir el andlisis de enzimas como MPO y marcadores de inflamacion como IL8, ICAM-1
TNF-Uentre otros, para complementar la informacion de mecanismos antiinflamatorios, asi

como la medicién de NO y PGE, como marcadores de proteccion gastrica.

Determinar perfil dosis-respuesta para la fraccion butandlica de frutos de Physaslis
peruviana L. con dosis inferiores a 100 mg/Kg en los biomodelos donde ésta resultd

efectiva.
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ANEXO 1: Carta de Aprobacion del Proyecto ante el Comité Permanente de Etica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota

: ‘:\z"h 7 UNIVERSIDAD

\

' .-$ NACIONAL

.~ DE COLOMBIA
vy SEDEBOGOTA
COMITE DE ETICA  FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, septiembre 03 de 2018

Estudiante
Eliana Patricia Ortiz Duran
Departamento de Farmacia

Respetada Estudiante:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunion realizada
el dia 03 de septiembre de 2018 (Acta 06-2018), evalu6 aspectos éticos del proyecto presentado
por usted. Como resultado de esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto
final.

P4: Proyecto / Investigadores = Grupos — DependenclaslObservaciones
Proyecto: Evaluacion preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos murinos de
ulcera gastrica.

Responsables. Eliana Patricia Ortiz Duran (Tesista de Maestria en Ciencias — Farmacologia) y
Luis Fernando Ospina Giraldo (Director de Tesis. Grupo Principios Bioactivos en Plantas
Medicinales, COL00148329).

Observaciones:
Tipo de estudio. Evaluacion preclinica in vivo de posibles propledades antiulcerosas de fracciones
de los frutos de uchuva.

Modelos animales. Ratas y/o ratones que desarrollan ulceras inducidas por: acido acético, etanol,
ligadura pilorica, o AINE en sobredosis (indometacina).

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los investigadores
estan relacionados con:

Protocolos adecuados de cuidado y uso de animales de laboratorio.

Protocolos de bioseguridad. BPL y sistema institucional de gestion ambiental.

Guias y pautas normativas.

Proteccién de los desarrollos y cumplimiento de normativas sobre propiedad intelectual.
Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.

NIVEA CRISTINA GA
Secretaria ad-hoc Co

P N

Concepto: Proyecto Avalado.

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666
Correo electrénico: lfospinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América



140 Evaluacién preclinica de los frutos de Physalis peruviana L. en modelos
murinos de Ulcera géstrica

ANEXO 2: Conformacion del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogotd, evaluador del proyecto de investigacion

s b
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS

SECRETARIA FACULTAD DE CIENCIAS
RESOLUCION No. 021
19 de abril de 2018

"Por la cual se modifica la Resolucién No. 022 de 2016 y se actualiza la acreditacién y de los miembros que conforman el
Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede de Bogot4, para el
periodo institucional restante comprendido hasta el 10 de marzo de 2018"

LA SECRETARIA DE FACULTAD
En uso de sus atribuciones legales y

CONSIDERANDO:

1. Que el Consejo de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogotd, en sesion de julio 31 de 2008 - Acta 24, atendiendo la
normatividad vigente, estudi6 y defini6 la conformacion del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias, para
un periodo institucional de dos (2) afios,

2, Que mediante Acta 09 del 19 de abril de 2018 el Consejo de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogotéd aprobé la
modificacin de la Resolucién No. 022 de 2016 de la Secretarfa de la Facultad de Ciencias y la actualizacitn de la
acreditacion de los Miembros que conforman el Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Bogotd, para el periodo comprendido entre el 19 de abril de 2018 y el 19 de abril de 2020.

En mérito de lo anterior
RESUELVE:
ARTICULO 1°. CONFORMACION. Actualizar la acreditacién de los miembros que conforman el COMITE PERMANENTE DE

ETICA de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogots, para el perfodo comprendido entre el
19 de abril de 2018 y el 19 de abijl de 2020, asf:

Prof. Nubia Estela Matta Camacho Departamento de Biologla

Prof. Martha Patricia Bohérquez Castafieda Departamento de Estadistica

Prof. Yuly Edith Sdnchez Mendoza Departamento de Fisica

Prof. Nivea Cristina Garzén Gémez Departamento de Geociencias

Prof. Agustin Moreno Cafiadas Departamento de Matem4ticas
Prof. Yazmin Yaneth Agdmez Pertuz Departamento de Quimica

Prof. Clara Inés Orozco Pardo Instituto de Ciencias Naturales
Prof. Santiago Vargas Dominguez Observatorio Astrondmico Nacional
Prof. Luis Fernando Ospina Giraldo - Coordinador Departamento de Farmacia

ARTICULO 2°. CALIDADES. Los miembros del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias deberdin ser profesores
de planta, con trayectoria académica reconocida, con experiencia yfo participacion en reflexiones permanentes sobre el tema
de la Etica. Podran participar profesores pensionados de la Universidad,

ARTICULO 3. FUNCIONES. Las funciones y calidades de los miembros del Comité Permanente de Etica de la Facultad de
Ciencias de [a Sede Bogot4, fueron reglamentadas originalmente en la Resolucién No. 074 de 2010 del Consejo de la Facultad
de Ciendias - Acta 07, asi:



ANEXOS 141

ANEXO 2(Cont.): Conformacién del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota-Evaluador del proyecto de investigacion

S R
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS

Formular criterios éticos institucionales, a partir de los principios y de las normas de nivel nacional e intemacional.
Pronunciarse sabre la viabilidad y los demds aspectos éticos de proyectos de investigacién sometidos a
consideracién, especialmente con seres vivos o materiales procedentes de los mismos, cuando sea consultado por
las diferentes instancias de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogot4.

¢ Asesorar la toma de decisiones relacionadas con aspectos éticos de la investigacion.

+ Rendir informes de actividades solicitados por la Direccién de la Facultad de Ciencias.

s Las demis que sefialen la Ley, los Estatutos, los Reglamentos y Disposiciones especiales de los érganos
competentes nacionales y de la Universidad Nacional de Colombia.

¢ Liderar en la Facultad de Ciencias la reflexidn sobre la ética como parte de [as buenas practicas en la investigacion.

ARTICULO 4°. REUNIONES. El Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias se reunird periédicamente; por
convocatoria del Secretario, nombrado entre los mismos miembros del Comité, o por solicitud formulada y motivada
por parte de cualquiera de los miembros del Comité.

PARAGRAFO 1°, La fecha, hora y sitio de las reuniones sern fijadas por el Secretario del Comité,

PARAGRAFO 2°. De todas [as sesiones quedars constancia escrita en acta numerada que elaborars el Secretario del
Comité para ser enviada a [a Secretaria de la Facultad de Ciencias.

PARAGRAFO 3°. Las decisiones del Comité serdn de carscter consensual.
ARTICULO 4°: VIGENCIA. La presénte resolucion entrard en vigencia a partit de la fecha de su expedicién
COMUNIQUESE Y COMPLASE

Dada en Bogotd, D. C,, a los diecinueve {19) dfas del mes de abril de dos mil dieciséis (2018)

HELBE

Maria Margarita Pinzén Mdrquez
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ANEXO 3: Procesamiento de material vegetal para obtener la fracciéon butandlica

Frutos
cortados

Triturado de
material vegetal
seco

Frutos enteros

Frutos cortados
congelados

= ; estufa
Frutos cortados

liofilizados

o ) ¢ =4 Extracto
Material vegetal seco y triturado Percolacion en Etandlico (EE)
Etanol

iduo: ; Secado por Bafio Maria i L
Residuo: Material P Filtrado de los Maceracion con los

s6lido no solubilizado de los diferentes diferentes solventes . Extracto Etandlico Total
diferentes solventes trado) EET
solventes recuperados recuperados (concentrado)

|

Proceso de Fraccionamiento del EET
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ANEXO 4: Estudio de residuos de plaguicidas en Extracto Etandlico y Fraccién
Butanolica de frutos de Physalis peruviana L

LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP

HERR
Departamento de Quimica-Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03 Bogota D.C. J~é§-’- UNIVERSIDAD
Edificio 451 Oficina 205 tel. 3 16 5000 ext. 14412 V. & N NACIONAL
www.unal.edu.co/larp ‘& /__A‘ DE COLOMBIA
Cédigo Documento: RA Versiéon 7 Fecha Efectiva: 2019-09-30 Erieg o
/
REPORTE DE ANALISIS
Solicitante Luis Fernando Ospina
Departamento: Bogota D.C.
Cuidad/Municipio: Bogota D.C.
Direccién: Universidad Nacional de Colombia Departamento de Farmacia sede Bogota
Teléfono: 3165000 Ext 14666
Muestra Cédigo : SR Lugar de Fecha de
LARP: Tipo Descripcién muestreo recepcion
Extracto etanolico fruto
m2037 Extracto vegetal physalis peruviana N.R 2019-09-23
m2038 Extracto vegetal | ' reccion butanolica fruto N.R 2019-09-23
Fraccion butanolica calices
m2039 Extracto vegetal physalis peruviana N.R 2019-09-23

Método de analisis:

Determinacién de plaguicidas en material vegetal productos de cosecha cereales y matrices grasa por el
método QUEChERS y analisis por LC-HRMS

POE: ’

M-64 Determinacion de plaguicidas en material vegetal productos de cosecha cereales y matrices grasa
por el método QUEChERS y analisis por LC-HRMS Versién 0.

Numero de muestras: 3

Fecha de andlisis: 2019-09-24

Reporte LARP: 524

Fecha de emisién: 2019-10-10

Fecha de aprobacion por UGC: . 2019-10-11
Resultados:

ﬁbla 1. Limite de cuantificacion del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2037. \
LC

Resultado
Compuesto (mg/kg) | (mgrkg)
Difenoconazol 0,01 0,57
Pirimetanil 0,01 0,20
Clorpirifos 0,01 0,08
Benalaxil 0,01 0,02

Tabla 2. Limite de cuantificacién del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2038.
LC Resultado
(mg/kg) | (mg/kg)

' Pirimetanil | 0,01 0,74
\ ? Difenoconazol| 0,01 0,26 j

Compuesto

Reporte numero: 524 Pégina 1 de 2
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ANEXO 4 (Cont.): Estudio de Calidad Extractos Etanélico y Fracciéon Butandlica de
frutos de Physalis peruviana L

LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica-Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03 Bogota D.C.
Edificio 451 Oficina 205 tel. 3 16 5000 ext. 14412
www.unal.edu.co/larp
Caédigo Documento: RA Version 7 Fecha Efectiva: 2019-09-30

> UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

0]

Tabla 3. Limite de cuantificacién del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2039.

LC Resultado
Compuesto (ma/kg) (mglkg) |

Difenoconazol 0,01 158,98
Propamocarb 0,01 14,76

Carbendazim 0,01 35,056

Dimetomorph 0,01 16,08
Pirimetanil 0,01 10,46
Metalaxil 0,01 5,84
Pyraclostrobin 0,01 4,70
Tebuconazol 0,01 2,66
Thiacloprid 0,01 2,27
Cyromazine 0,01 0,65
Clorpirifos 0,01 0,32
Benalaxil 0,01 0,28
Triadimenol 0,01 0,32
Clothianidin 0,01 0,57
Profenofos 0,01 0,52
Acefato 0,01 0,12
Fenbuconazole 0,01 0,49
Imidacloprid 0,01 0,47
Ciproconazol 0,01 0,37
Myclobutanil 0,01 0,35
Prochloraz 0,01 0,25
Propiconazol 0,01 0,05
Trichlorfon 0,01 0,20
Malation 0,01 0,17

Notas:
1. Los resultados de este informe son exclusivos para las muestras analizadas que corresponden a m2037, m2038 y m2039,
(extractos vegetales), y el alcance de los compuestos analizados se describe en la cotizacién 787

2. El laboratorio no presta servicio de muestreo. Por lo tanto la informacién de la casilla Lugar de muestreo, es de caracter
informativo y es proporcionada por el cliente.

3. Este documento es de carécter confidencial para el uso de Luis Fernando Ospina)

4. No puede reproducirse total ni parcialmente sin autorizacion del laboratorio.

5. La muestra a |la que se refiere este reporte se mantendra en custodia por un mes luego de la fecha de emision de este
informe. Concluido este periodo se desechara.

6. Los datos asociados con este estudio (evidencias del anélisis: cromatogramas, curvas de calibracion, etc.) se mantendran
en custodia durante 7 afios después de emitido el reporte. Posterior a este periodo serdn enviados al interesado o
descartados.

7. Los reportes generados a partir de modificaciones del reporte inicial, seran un remplazo total a este o al directamente
anterior.

8. Ellaboratorio no hace declaraciones de conformidad con ninguln requisito especificado.

mwﬁz‘f» Dol

dinadordgl Laboratorio ‘Analista
e: Jairo ro Guerrero Dallos Nombre: Carlos Felipe Agudelo Mayorga

FIN DE DOCUMENTO

Reporte nimero: 524 Pagina 2 de 2
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ANEXO 5: Procedimiento de ligadura del esfinter pilérico en ratén CD1

A: Herida quirurgica, B: Exposicion del estmago sobre el abdomen: CE: Cuerpo del estbmago, EP: Esfinter
pilérico, DP: Duodeno proximal; C: Ligadura del piloro; D: Puntos simples en piel.
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ANEXO 6: Proceso quirtrgico en induccion de Glceras gastricas por Acido Acético

A: Preparacién G F: Pinzamiento
B: Incision piel G: inyeccién AcOH

C: Corte musculo H: Puntos musculo
D: Exploracion I: Puntos

invaginantes en piel
E: Exposicion
Estomago J: Sutura oculta



