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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” sobre el tejido
gastrico de ratas injuriado por etanol 70%. Metodologia: Se prepard un
extracto hidroalcohdlico 70% de hojas estabilizadas. La capacidad antioxidante
se evalué mediante DPPH. Se distribuyeron aleatoriamente 24 ratas Sprague -
Dowley en 4 grupos: | (NaCl - NaCl), Il (NaCl - EtOH), Ill (Extracto 600 mg/kg —
EtOH) y IV (Extracto 600 mg/kg — NaCl), segun el método de Robert et al.,
(1979). ElI estomago fue obtenido por Ilaparotomia, se prepardé un
homogenizado de la parte glandular y se centrifugd a 2 000 RPM x 5, las
pruebas bioquimicas se realizaron en el sobrenadante: cuantificacion de GSH
reducido y total, medicion de especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), actividad especifica de superdxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT). La toxicidad aguda se evalu6 a dosis limite. Resultados: El extracto
presentd una capacidad antioxidante de ICso 4,15 pg/mL en comparacidén a
Vitamina C 2,29 pg/mL y Trolox 3,38 ug/mL. Se observé un incremento de
GSH reducido y total en el grupo IV. Los niveles de TBARS estan
significativamente disminuidos en Ill y IV. Hay recuperacion significativa de La
SOD en los grupos lll y IV respecto al grupo Il. No hay variacion significativa
en la actividad especifica de CAT. Con respecto a la toxicidad aguda resulté
ser no dafina. Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico tiene buena actividad
antioxidante y presenta efecto gastroprotector, previniendo la lipoperoxidacién
e incrementando la capacidad antioxidante (GSH y SOD).

Palabras claves: Jungia paniculata, actividad gastroprotector, estrés
oxidativo, antioxidante.



SUMMARY

Objective: To determine the antioxidant effect of alcoholic extract of Jungia
paniculata (DC.) A. Gray "matico serrano" leaves, on gastric tissue of rats
injured by 70% ethanol. Methodology: It was prepared a 70% alcoholic extract
of stabilized leaves. The antioxidant capacity was evaluated by DPPH. They
were randomized 24 male Sprague - Dawley into 4 groups: | (NaCl - NaCl), Il
(NaCl - EtOH), Il (Extract 600 mg / kg - EtOH) and IV (Extract 600 mg / kg -
NaCl), according Robert et al., method (1979). The stomach was obtained by
laparotomy, a homogenate of the glandular portion was prepared and
centrifuged at 2 000 RPM x 5', biochemical tests were performed in the
supernatant: quantification of GSH reduced and total, measurement of reactive
species thiobarbituric acid (TBARS), specific activity of superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT). The acute toxicity was assessed dose limits.
Results: The extract showed an antioxidant capacity 1Cso 4,15 pg / mL
compared to Vitamin C 2,29 yg / mL and Trolox 3,38 ug / mL . GSH increased
and reduced total Group IV was observed. TBARS levels were significantly
decreased in Ill and IV. No significant recovery of SOD in groups Il and IV
compared to group Il. No significant variation in specific activity of CAT. Acute
toxicity it proved to be not harmful. Conclusions: The alcoholic extract has
good antioxidant activity and has gastroprotective effect, preventing lipid
peroxidation and increase antioxidant capacity (GSH and SOD).

Keywords: Jungia paniculata, gastroprotective activity, oxidative stress,

antioxidant.



CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1 Situacion problematica

Las plantas medicinales son uno de los recursos importantes de los sistemas
de salud tradicionales. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
ente rector en salud a nivel mundial, aboga por el uso racional de la
Medicina Tradicional Complementaria (MTC) mediante el fomento de su
utilizacién basada en pruebas cientificas. (OMS, 2004). En la actualidad se
estima que alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza plantas
medicinales como tratamiento paralelo a su tratamiento médico (Valdivia,
2011). En el Perq, el sistema de salud tradicional abarca entre otros
componentes los recursos curativos (plantas, minerales, animales) y las

terapias.

El Ministerio de Salud a través del Instituto Nacional de Salud refiere que las
especies vegetales identificadas botanicamente en nuestro pais son
alrededor de 5 000, la mayor parte son nativas de nuestro pais (unas 4 400)
y unas 600 especies son introducidas, la mayoria de las especies nativas
son silvestres y unas 1 922 son cultivadas. (MINSA-INS, 2014)

El Instituto Rural de Valle Grande de Carnete en el 2002 identific6 en la
Regidén del Nor-Yauyos; a través de encuestas etnobotanicas; 126 especies
de plantas con uso medicinal tradicional, de las cuales 32 han sido
clasificadas segun su accion terapéutica principal, entre ellas se encuentra el

“matico serrano” Jungia paniculata (DC.) A. Gray.

Por la informacién recogida, esta especie vegetal es empleada en el
tratamiento de la gastritis, como antiulcerosa, antitusigena, expectorante, en

el tratamiento de heridas, golpes, amigdalitis entre otras.

Sin embargo su uso tradicional en nuestro pais, hasta el momento carece de

sustento cientifico en las diferentes formas de empleo. Estudios previos in



vitro sin embargo han mostrado capacidad de captar radicales libres como el

radical hidroxilo. Béjar y Suarez, (2007).

La gastritis es una entidad nosoldgica de elevada morbilidad a nivel mundial,
su incidencia varia en las diferentes regiones y paises. En el Peru, es una de
las causas que con mas frecuencia motivan la consulta gastroenterologica
(Valdivia, 2011).

Esta alteracion a nivel de la mucosa gastrica puede presentarse de forma
aguda o cronica producida por factores exdgenos y enddgenos. La mayor
incidencia se observa en grupos poblacionales sometidos al estrés laboral,
desorden en el horario de alimentacion, automedicacién con
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), infeccion por Helicobacter pylori,
consumo de sustancias irritantes (bebidas alcohdlicas, cigarro,
condimentos), etc. (OMS, 2004,).

En nuestro pais, los reportes epidemioldgicos del MINSA, entre los afos
2004 y 2014, muestran un incremento mayor al 100% en la incidencia de
enfermedades del eséfago, estobmago y duodeno, se informa que durante el
afno 2004 se atendieron en consulta externa 448 168 y en el 2014 fueron 938
777 pacientes.

Estudios realizados en el 2009 por la Direcciéon de Salud IV Lima - Este, en
sus trabajadores asistenciales con respecto a la prevalencia del estrés
laboral y morbilidad laboral, se encontr6 que la gastritis y/o ulceras pépticas
se presentd en un 30,5% superando a trastornos asmaticos (25%) y otras
enfermedades como hipertension arterial (0,6%) e infarto al miocardio
(4,9%).

Hasta la actualidad en nuestro pais y en la literatura cientifica internacional,
no se han reportado investigaciones cientificas in vivo que expliquen
mecanismos bioquimicos del uso tradicional del extracto de Jungia

paniculata en un modelo de gastritis.



1.2 Formulacion del problema:

¢ El extracto hidroalcohélico de hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray
“‘matico serrano”, tiene efecto antioxidante en el tejido gastrico de ratas

injuriados con etanol 70%7?
1.3 Justificacion tedrica

El conocimiento del probable mecanismo gastroprotector del extracto
hidroalcohdlico de Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano”
explicaria parcialmente el rol gastroprotector en contra de la gastritis/Ulceras
y con ello una alternativa fitoterapéutica de bajo costo, ni toxicidad en
organos blancos. Constituiria ademas una contribucién a la validacién de su

uso como parte de la medicina tradicional en nuestro pais.
1.4 Justificacion practica:

Al ser las hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” una
planta silvestre, su potencial uso fitoterapéutico promoveria un cultivo
organizado, racional, proporcionando una nueva actividad econémica en los

agricultores de las comunidades de la regidén Nor - Yauyos.
1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

- Evaluar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” sobre el tejido gastrico
de ratas inducido con etanol 70%.

1.5.2 Objetivos especificos

« Analizar el efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia
paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” sobre las enzimas con actividad

antioxidante en el tejido gastrico de ratas injuriadas con etanol 70%.



« Cuantificar el efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia
paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” sobre los metabolitos
indicadores del estrés oxidativo en el tejido gastrico de ratas injuriadas
con etanol 70%.

« Determinar la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” en ratones albinos Mus

musculus cepa Balb/c.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de investigacion

Estudios publicados por Huaman et al., (2006) evidencian que el tratamiento
con el extracto acuoso de hojas de Jungia paniculata “matico serrano” a las
dosis de 200, 600 y 800 mg/kg de peso logran una disminucion de los
niveles de malondialdehido (MDA) en el homogenizado de tejido gastrico,
frente a la injuria con etanol, siendo la dosis de 800 mg/kg con significancia
estadistica. Huaman, Béjar y Calderdn (2006) informan que a la dosis de
600 mg/kg todos los estobmagos presentaron células epiteliales
descamativas, glandulas gastricas dilatadas y ausencia de ulceras, en
comparacién con los otros grupos tratados.

Casado et al. (2007) evaluaron la actividad antioxidante de Jungia paniculata
frente al DPPH, de los extractos acuoso, metandlico y etandlico 50%,
demostrandose una buena actividad antioxidante en el extracto etandlico al
50% con un ICso de 11,91 0,55 pg/mL, seguido del metandlico con 19,48
+1,15 pyg/mL y el acuoso 58,40 +2,71 ug/mL. El analisis por HPLC de los
extractos mas activos revelaron la presencia de flavonoides (luteolina,
apigenina, sus glicésidos: 7-glucosil-luteolina y 7-glucosil-apigenina) y acidos
fendlicos como componentes mayoritarios, siendo la evaluaciéon de la
capacidad antioxidante 1Csy, de los flavonoides apigenina y 7-glucosil-
apigenina de 1 000 pg/mL demostrando que no es la principal responsable
de la actividad antioxidante de los extractos, en cambio los flavonoides
luteolina y 7-glucosil-luteolina mostraron valores de IC50 de 1,29 +0,11 y
1,91+0,09 pg/mL respectivamente, los cuales demuestran una diferencia
significativa con respecto a la vitamina C (2,02 0,24 pg/mL).

Enciso et al., (2011) reportaron que los flavonoides extraidos de la especie
Jungia rugosa Less (matico de la puna) presentan actividad antiinflamatoria
y antioxidante en ratas. Wilches et al., (2015), demostraron que la Jungia

rugosa Less, especie de Ecuador, es efectiva tanto frente a una inflamacién



aguda como a una inflamacién cronica frente a un modelo experimental en

ratones con carragenina y aceite de crotdn.

Estos antecedentes permiten iniciar el estudio bioquimico para relacionar los
probables roles de los metabolitos secundarios presentes en las hojas de
“matico serrano” sobre los diversos sistemas enzimaticos y no enzimaticos
involucrados en mecanismo gastroprotector frente a la injuria producida por

el etanol.
2.2 Bases Teoricas

Desde mucho antes que el hombre formara sociedades organizadas, ya
utilizaba las bondades que la naturaleza le brindaba para subsistir. Aprendi6
a reconocer ciertas especies vegetales con propiedades “curativas” que
muchas veces fueron identificadas por “ensayo y error’. El conocimiento
tradicional es milenario y esto no admite discusion. No obstante, en muchos
casos se necesita de la confrontacion que permita avalar que una
determinada accion terapéutica es efectiva y se emplea con responsabilidad.
Foy, (2012).

La naturaleza es una fuente de compuestos biolégicos activos, entre ellas
las plantas, estas han sido la base de la farmacia y la farmacologia. Ellas
son remedio en la medicina tradicional empleada por siglos y aun son
usados como reserva de compuestos bioactivos con interés farmacéutico y
agroquimico. Rehecho et al. (2011).

Por lo tanto la ciencia a través de métodos validados ha conseguido
demostrar propiedades de las plantas que por tradicion se han empleado,
muchas resultaron ser validas, otras no, y otras potencialmente peligrosas.
Los estudios fisicos, quimicos, farmacoldgicos y bioquimicos nos permiten
reconocer, aislar, cuantificar y evaluar a las sustancias quimicas

responsables de dichas propiedades medicinales.



2.2.1 Taxonomia de Jungia paniculata

El matico serrano, Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” es
una planta semiarbustiva, silvestre que crece en los flancos de los valles
occidentales e interandinos, en climas frios y humedos, alcanza 0,8 a 2 m de
altura. Presenta un tallo anguloso y ramoso, densamente pubescente, de
flores amarillas, hojas pecioladas, numerosas, esparcidas simple y alternas,
un peciolo de 0,5 a 2 cm de largo, contorno suborbiclar cortado, haz
fuertemente estrigoso, envés densamente blanco velloso, inflorescencia
blanco-amarillento, capitulescencias en paniculas densas. Crece de manera

silvestre en muchas regiones del Peru.

De acuerdo al Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist et al 1981, se

ubica en las siguientes categorias taxonémicas:

Reino: PLANTAE
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: ASTERACEAE

Especie: Jungia paniculata (DC.) A. Gray



Jungia paniculata (DC.) Gray

Figura 1: Jungia paniculata. Fuente. Datos Tomados de Iconografia
Mutisiana: 1162 Real Jard. Bot., Madrid

2.2.2 Uso etnofarmacoldgico de Jungia paniculata

Esta planta nativa tiene utilidad terapéutica tradicional muy variada, la parte
utilizada son las hojas, como infusion en casos de gastritis, Ulceras
gastricas, tratamiento de diversas afecciones bronquiales (expectorante y
antitusigeno), como emplasto para el tratamiento de heridas, prevencion de
hemorragia y golpes; en cocimiento es una bebida para “curar’ las
enfermedades de los rifiones y amigdalitis, para el caso de lavados
vaginales e inflamacion de ovarios se asocia con otras plantas medicinales

entre ellas la cola de caballo, salvia, ortiga blanca y amor seco, las cuales



son empleadas también en el tratamiento de enfermedades gastricas,

heridas, golpes, vaginitis y amigdalitis. (Valle Grande, 2002).

2.2.3 Anatomia del estomago de rata

El estbmago de rata esta dividido en tres regiones distintas: estémago
proximal, regién oxintica y antro distal. El estbmago proximal esta revestido
con una capa de células escamosas estratificadas con una mucosa no
glandular que funciona principalmente como un reservorio. Sus paredes son
similares a las del eséfago. (Atuma, 2000).

Por el contrario, el corpus o region oxintica y el antro distal presentan
mucosa glandular. Las glandulas del corpus estan revestidas con células
parietales que secretan acido clorhidrico, ricas en mitocondrias, células
principales que secretan el pepsinégeno y unas pocas células entero
endocrinas, que secretan factores humorales. En la mucosa antral hay
células endocrinas que participan en la regulacion de la secrecion de acido;
las células G producen gastrina que estimula la secrecidén de &cido, mientras
que las células T, sensible a los &cidos, producen la somatostatina que
inhibe la secrecién de acido. (Atuma, 2000).

Las células epiteliales de la superficie del corpus y el antro distal segregan
moco que contribuyen a que a partir de las células mucosas del cuello en la
formacién de una manta protectora continua de gel, que cubre la superficie

de la mucosa. (Atuma, 2000).

2.2.4 Fisiopatologia del dano en la mucosa gastrica aguda: Induccion
aguda por etanol.

La gastritis es etiolégicamente multifactorial, pueden intervenir factores
exogenos: Helicobacter pylori, AINES, irritantes gastricos, farmacos,
alcohol, tabaco, causticos y radiacién; y endégenos: jugo gastrico, pepsina,

bilis, jugo pancreatico.

Valdivia (2011) afirma que cuando la mucosa gastrica se expone a los

agentes lesivos ya mencionados, desarrolla modificaciones morfologicas
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ultra estructurales y funcionales ante la injuria. El desarrollo y extensién de la
injuria en la mucosa depende de la naturaleza y concentracion del agente

gastrolesivo.

Tornawski (1995) refiere que la injuria aguda a la mucosa gastrica consiste
en una ruptura de la capa estable y de la superficie hidrofébica, lesién y
exfoliacidon de la superficie epitelial con pérdida de su barrera y funcidén
eléctrica, injuria de capas mas profundas de la mucosa gastrica incluyendo:
células endoteliales microvasculares, zona de células progenitoras y células
parietales y principales. El dano del endotelio microvascular conduce a la
estasis microvascular, interrupciéon del suministro de oxigeno, del transporte

de nutrientes y de ahi a una necrosis por isquemia.

Zacaria et al., (2016) manifiesta que los factores dafninos incluyen la ingesta
de alcohol, la secrecion del acido clorhidrico y pepsina, estrés, dietas no
equilibradas, las especias reactivas de oxigeno (ROS), el uso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) e infeccidn por Helicobacter pylori.

El dafio en la mucosa géastrica genera estrés oxidativo intracelular, aumento
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, el etanol incrementa la
produccién de radicales libres especialmente anién superéxido e hidroxilo
responsables del dafio a la membrana celular causando lipoperoxidacion,
estos eventos son reportados por Repetto et al., (2002) y Allen et al., (1993).

2.2.5 Mecanismo defensivo de la mucosa gastroduodenal

La habilidad protectora de la mucosa gastroduodenal normal contra factores
agresivos enddgenos y exdégenos es debida a un numero de procesos
defensivos (que operan dentro y alrededor de la mucosa), es reportado por
Tornawski (1995), Hiraishi (1999) y Zacaria et al., (2016)

La primera linea de defensa de la mucosa es una capa estable formada por
el gel mucoso y el bicarbonato que cubren la superficie luminal y asi

mantienen un microambiente neutro en las células superficiales epiteliales.
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La segunda linea de defensa esta formada por la capa continua de células
epiteliales superficiales que segregan moco, bicarbonato y generan
prostaglandinas. Debido a la presencia de fosfolipidos dichas células son
hidrofébicas, forman una "barrera" que previene la retro difusion de acido y
pepsina, estos hallazgos concuerdan con Atuma (2002)

Hay una continua renovacion celular, usualmente lleva de 3 a 5 dias para
reemplazar completamente el epitelio superficial y un mayor tiempo (meses)
para reemplazar las células glandulares. La injuria superficial al epitelio
mucoso es restituida en algunas horas por medio de la migracién de células
del area del cuello segun Allen (1993) y Shorrock (1988)

El endotelio microvascular genera vasodilatadores tales como la
prostaciclina y el éxido nitrico (NO), que protegen a la mucosa gastrica
contra la injuria y se oponen a la accion de los vasoconstrictores, como
leucotrieno C4, tromboxano A, y endotelina. Cuando la microvasculatura
esta danada sus células endoteliales inician la reparacion y reconstruccion

de la trama microvascular a través de la angiogénesis.

Hasta hace poco la matriz extracelular era considerada solo soporte de las
células epiteliales, trabajos recientes indican que ella juega un rol activo en
las funciones de la mucosa. Sus componentes estan unidos a través de
integrinas con el citoesqueleto celular permitiendo la transferencia
bidireccional de informacion respecto a la forma de la célula y su
crecimiento. Tornawski (1998) y Repetto (2002).
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Figura 2.- Diagrama esquematico de los tres niveles de defensa del
estomago. Fuente. Tomado de Atuma 2000.

2.2.6 Radicales libres

Venéreo (2002), desde el punto de vista quimico, define a los radicales libres
como todas aquellas especies quimicas, con carga o no, que en su estructura

presentan un electrén desapareado en el orbital externo.

En los sistemas bioldgicos estas especies quimicas cuando son de bajo peso
molecular son muy reactivas, con una vida media corta, por lo que actian
cercano al sitio en que se generan y son dificiles de cuantificar.

Las principales especies reactivas del oxigeno (ROS) o sustancias
prooxidantes son: radical hidroxilo (‘OH), peroxido de hidrégeno (H20,),
anién superéxido (O27), oxigeno singlete ('O,), 6xido nitrico (NO), perdxido
(ROO), semiquinona (Q), ozono (O3), estos se generan a nivel intracelular y
extracelular, (Martinez, 2005).
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Figura 3.- Generacion de especies reactivas de oxigenos (ROS):
Reduccion del oxigeno molecular. Fuente. Tomado de Martinez
2005.

Las enzimas fuentes de radicales libres derivadas del oxigeno involucradas
son: la xantina oxidasa, la indolamin dioxigenasa, la triptéfano dioxigenasa,
la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa,
la monoaminooxidasa y la NADPH oxidasa. (Jerlick et al., 2000).

El dafo celular producido por las ROS ocurre sobre diferentes biomoléculas
entre ellas se encuentran los lipidos, este dafo es denominado peroxidacion
lipidica o lipoperoxidacion, afecta principalmente a las moléculas que
contienen 4&cidos grasos poliinsaturados (fosfolipidos), y altera la
permeabilidad de la membrana celular, se forma edema y puede conducir a

la muerte celular.

La lipoperoxidacién lleva a la formacion de peréxidos organicos y otros
productos; una vez formados, estos son los responsables de los efectos
citotoxicos. (Jerlick et al., 2000).



14

En cuanto a las proteinas, las ROS actuan principalmente sobre los anillos
aromaticos y los grupos tiol (-SH) de los aminoacidos. Diaz y Membirillo
(2006) indican que las proteinas ricas en los aminoacidos fenilalanina,
tirosina, cisteina, histidina y metionina pueden sufrir alteraciones
estructurales y finalmente puede derivar en la pérdida de la actividad
enzimatica, a la alteracidn estructural por rotura o por formacion de puente

disulfuro, intra o intercatenarios.

Las ROS también afectan el ADN nuclear y mitocondrial produciendo
mutaciones, ya sea con pérdida de expresién o sintesis de una proteina por
dafo a un gen especifico. Zorrilla et al., (2004), hallaron que el dano puede
realizarse por la alteracién (inactivacién/pérdida) de algunos genes
supresores de tumores. Es el radical hidroxilo (OH) la ROS que mas dario le
hace al ADN, puede atacar tanto purinas como pirimidinas formando
aductos. (Bhattacharya, 2015).

2.2.7 Antioxidantes

El organismo tiene sistemas de defensa contra las ROS, los cuales son
generados de manera fisiolégica o patoldgica, estas sustancias son
denominadas antioxidantes, los cuales segun su origen son clasificados en

enddgenos y exdégenos.

Entre los denominados antioxidantes endbégenos se encuentran: los
antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutasa, catalasa, glutatién
peroxidasa) y los no enzimaticos (GSH, acido urico, coenzima Q). Cuando la
produccién de las ROS se incrementa en casos patologicos, se altera el
equilibrio con los sistemas antioxidantes ocasionando un desbalance o

estrés oxidativo. (Avello y Suwalsky, 2006).
2.2.7.1 Antioxidantes enzimaticos

La catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) forma  parte del sistema
antioxidante involucrada en la destruccién del H>O. generado

durante el metabolismo celular, hasta H,O y O,. Esta ampliamente
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distribuida en el organismo humano, con una alta concentracion en
higado y rifndn, baja concentracion en tejido conectivo y los epitelios,
ya nivel celular se localiza en las mitocondrias y peroxisomas,
excepto en los eritrocitos que se ubica en el citosol. Es una
metaloproteina homotetramérica, cada subunidad contiene un grupo
hemo, presenta dos funciones fundamentales: catalitica y
peroxidativa, forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD que
actla en presencia de altas concentraciones de perdéxido de
hidrogeno convirtiéndola en agua. Su Km es de 2,75 mM. (Céspedes
et al., 1996).

Las Superdxido dismutasa (SOD), (E.C. 1.15.1.1), dismutan el
oxigeno radical libre para formar perdxido de hidrégeno y oxigeno.
Garcia et al., (1995) en su articulo cientifico indican que dicha enzima
dismuta al anién superoxido. Esta ampliamente distribuida en el
organismo y pertenece al grupo de metaloenzimas: SOD-CuZn
contiene cobre y cinc en su sitio activo, se encuentra en el citosol y
en el espacio inter-membranoso mitocondrial; SOD-Mn, contiene
manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial; SOD-Fe contiene
hierro y se localiza en el espacio periplasmatico de la E. Coli.
(Venéreo et al., 2002).
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Figura 4.- Produccion de radicales superéxido por la cadena de
transporte de electrones mitocondrial. Fuente. Tomado de
:/TESIS/enzimas%20antioxidantes%20figura.html.

2.2.7.2 Antioxidantes no enzimaticos: endogenos y exogenos

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos mas importantes estan
constituidos principalmente por vitaminas y micronutrientes (Sies y
Stahl, 1995).

El glutation (GSH), es un tripéptido (cis — glu — gli ) intracelular
presente con todas las células en concentraciones mili molares y las
protege contra diferentes ROS. Por lo tanto mantiene el balance
redox intracelular al eliminar a los ROS y xenobiéticos. Tanto el GSH
como otras moléculas que contiene tiol (-SH) tiene alto poder reductor
y por consiguiente posee propiedades antioxidantes, ya que pueden
ceder un electrén a las ROS vy ala especies reactivas de nitrégeno
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(RNS), disminuyendo de esta manera su reactividad. Se encuentra
como GSH alrededor de 98% y en su forma oxidada (GS-SG)
alrededor de 1,5%. Esta presente en altas concentraciones en el

higado, mucosa gastrica. De Leve y Kaplowitz (1991)

En ciertas situaciones es necesario complementar nuestra dieta con
sustancias antioxidantes (exdégenos) presentes en los vegetales
(frutas y verduras) con la finalidad de restablecer el equilibrio oxidante

—antioxidante.

Morante (2004) y San Miguel et al., (2009), con respecto al estrés
oxidativo, sefalan que los antioxidantes exdgenos son los
denominados nutrientes, tales como la vitamina E (a-tocoferol, a-
tocotrienol), B-caroteno (pro vitamina A, la vitamina C, carotenoides,
compuestos fendlicos dichos nutrientes estan ampliamente
distribuidos en los alimentos vegetales que forma parte de nuestra

dieta.

Jojeux et al., (1995) encontraron que en los Ultimos afos la ingesta
de metabolitos secundarios con actividad antioxidante (taninos,
flavonoides, cumarinas, terpenoides), resultan beneficiosas para el
hombre. Muchos de estos compuestos poseen diversas formas de
expresar dicha actividad, como por ejemplo: captadores de radicales
libres, inductores enzimas antioxidantes e inhibidores de
prooxidantes.

Polifenoles, constituye un grupo de metabolitos secundarios propio
de las plantas, caracterizado por la presencia de uno o varios anillos
fendlicos de alli su denominacion. Los principales son los acidos
fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides.

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de
diferentes enzimas, y para interferir consecuentemente en
mecanismo de sefalizacién y en distintos proceso celulares, puede
deberse, al menos en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas, que
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les permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares

de 6xido-reduccién. (Quinones et al., 2012).

Son en realidad los principales antioxidantes de la dieta, y su ingesta

es 10 veces superior a la vitamina C o los carotenoides.

En el caso de los flavonoides su actividad antioxidante resulta de una
combinacion de sus propiedades donadores de protones, hidroxilo y
quelantes de hierro. Son secuestradores de radicales libres: anién
superoéxido, radicales hidroxilo, hidroperdxido y peréxidos lipidicos,
asi mismo son conocidos antiinflamatorios porque inhiben a las

enzimas ciclooxigenasa y 5-lipooxigenasa. (Dell’Agli et al., 2004).
2.2.8 Estreés oxidativo

Es un estado generado por el desequilibrio entre la produccién de radicales
libres, especies prooxidantes y la capacidad de un sistema biolégico de
detoxificar rapidamente las especies reactivas intermedias o reparar el dano

resultante.

El estrés oxidativo esta involucrado en el desarrollo de enfermedades
cronicas y degenerativas, como el cancer, artritis, envejecimiento,
desordenes autoinmune, enfermedades cardiovascular y

neurodegenerativa. (Liang et al., 2008).

En las células de los mamiferos, el estrés oxidativo conduce al incremento
de niveles de Ca*" libre y hierro intracelular, el excesivo aumento del calcio
intracelular puede causar fragmentacién del ADN por activacién de las
endonucleasas. (Orrenius et al., 2003).

Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor dentro de sus
células. Este entorno reductor es preservado por las enzimas que
mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia
metabdlica.
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Desbalances en este estado normal redox pueden causar efectos tdéxicos a
traves de la produccidn de radicales libres que danan a todos los
componentes de la célula, incluyendo las proteinas, lipidos y &cidos

nucleicos.

2.2.8.1 Estrés oxidativo en la mucosa gastrica inducido por
etanol

El estrés oxidativo inducido por etanol esta vinculado a su
metabolismo. Hay tres rutas metabdlicas que se relacionan con las
siguientes enzimas: alcohol deshidrogenasa, sistema microsomal de
oxidacion del etanol (MEOS) y catalasa. MEOS y catalasa pueden
producir ROS que afectan el sistema antioxidante. (Kumar vy
Vaseduvan, 2007).

L NADPH + H* + 0, NADP* + 2H,0
 MICROSOMES |
CYP2E1
H H H MITOCHONDRIA
. ADH 1 ' .
H-C-C-0H ————> H-C-C-H-0 || NAD: NADH+H
I r\ |
CYTOSOL H H H ALDH
" NAD*  NADH +H*
ETHANOL ACETALDEHYDE
H
Lz 0
H-C-C
~
| OH
PEROXISOMES CATALASE H
H.O-, H.-O ACETIC ACID

Figura 5.- Rutas del metabolismo del alcohol. Fuente. Cellular and
Mitochondrial Effects of Alcohol Consumption. Int. J. Environ. Res.
Public Health 2010.
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También esta relacionada con la formacion de un ambiente favorable
al estrés oxidativo, por ejemplo la hipoxia, endotoxemia y liberacién de

citoquinas.

El etanol es considerado un factor de riesgo en el desarrollo de
Ulceras gastricas, este penetra rapidamente la mucosa gastrica
debido a su propiedad fisica de solubilizar el moco gastrico. Por
consiguiente expone a la mucosa gastrica a la accién hidrolitica y
proteolitica del &acido clorhidrico y la pepsina respectivamente,
causando un mayor dano a la membrana. (Kumar et al., 2009).

El dafo se da por la generacion de las ROS, el proceso de
intoxicacidbn aguda se inicia con el dafo a la mucosa gastrica, que
incluye un proceso inflamatorio por activacién de los fagocitos, los
cuales producen anion superédxido, perdxido de hidrogeno, Oxido
nitrico y acido hipocloroso. (Yoshikawa et al., 1989).

Hay liberacibn de &acido araquiddnico, formacién de peroxidos
enzimaticos por lipooxigenasa y ciclooxigenasa. Los peroxidos
generan radicales alcohoxilo y peroxilo, los cuales pueden dafar otros

lipidos y proteinas.

Hay liberacion de iones de metales de transicién Fe*?, Cu*? al
estimular el cambio de peréxido a radical hidroxilo OH~ Hay consumo
de GSH y conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa,
su posible liberacién a partir de las células danadas producen dafo
sistémico. (Repetto y Llesuy, 2002).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion
Es un estudio analitico, cuantitativo con disefio experimental
3.2 Materiales
3.2.1 Material biolégico
Planta: Hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano”
Animales: Ratas variedad Sprague - Dawley
Ratones cepa Balb/c
3.2.2 Materiales de laboratorio

De vidrio, metal y plastico: Embudos, vaso de precipitado, tubos de
ensayo, placas de vidrio, pipetas, probeta, bagueta, matraz aforado, puntas

para micropipeta, ependorf, gradillas, guantes, pizeta.

3.2.3 Equipos e Instrumentos

Homogenizador TissueTearor model 985370, 5 000 — 32 000 RPM.
1,2 A. BIOSPEC PRODUCTS, INC.

. Centrifuga refrigerada Sorvall RC 2-B. Rotor SS34.

J Centrifuga para ependorf HERMLE Z 229 BHG. Rotor fijo.
. Micropipeta: Hirschmann Laborgerate, Accumex

. Incubadora Pelltier

. Estufa Unics

o Computadora Sync Master 591 s

o Espectrofotémetro Spectro UV — VIS Labomed Inc
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o Molino de cuchilla Willey

. Balanza analitica Sartorius BP 2

. Bidestilador

o Agitador

o Equipo de cirugia Rottmann Instruments

o Bano Maria Polytherm Bench Scale Equipment
3.2.4 Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico.

De SIGMA CHEMICAL se utilizaron: Acido formil férmico (Acido Glioxilico
monohidratado) G-4627; 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH); Acido 2-
tiobarbitarico  (TBA); 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid (Trolox); 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoico &cido)3-carboxyl-4-nitrophenil
disulfide (DTNB) Ellman’s Reagent; Trizma HCI; Trizma base; Acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA); Acido tricloacético (TCA); 1,2,3-
trinidroxibenceno  (Pirogalol);  Dietilenetriaminopenta  Acetic  Acid
(DTPA);Albamina bovina.

De los laboratorios MERCK: Metanol absoluto; Acido ascérbico D-6100
Darmstadt pro-analysis; Cloruro de potasio (KCl); Eter; Fosfato
monohidrogenado de potasio; Fosfato dihidrogenado de potasio.

Los demas reactivos fueron también de grado analitico: Alcohol 70%
LAQUIFAZA; Acido tricloroacético (TCA); NaCl Riedel-de-Haén AG; CaCl,
Fisher Scientific Company; NaHCO3 JT Baker Chemical; Glucosa.

3.3 Variables

e Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico 70% de hojas

de Jungia paniculata. Dosis de 600 mg/kg.
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e Variable dependiente: Efecto gastroprotector, respuesta del
tejido gastrico sometido a injuria con etanol 70% sobre las

enzimas con actividad antioxidante.
3.4 Método experimental
3.4.1 Recoleccion y preparacion de la muestra vegetal

Las hojas de la especie Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico
serrano”, fueron recolectadas en la comunidad de Laraos, ubicada a 3 400
metros de altura, Provincia de Yauyos, Departamento de Lima, enero del
afno 2006.Su posicidon geografica es 75° 30" - 76° 20" oeste y 122 00" - 13°
00’sur.

La muestra vegetal fue envuelta en papel kraft y colocada en bolsas
oscuras de polietileno previamente saturadas con alcohol al 96%, con la
finalidad de estabilizarla y conservarla hasta su llegada a Lima.

Las hojas fueron desecadas en estufa a 40°C por dos dias hasta peso
constante, luego se trituraron en un molino de cuchillas obteniéndose un
polvo fino, se guard6 en un frasco de boca ancha color ambar debidamente

rotulado y conservado a temperatura ambiente.
3.4.2 Clasificacion de la muestra

La clasificacidon taxonémica de la planta (hojas, tallo, flor, raiz), fue
realizada por el Bidlogo colegiado y autorizado por el INRENA Hamilton W.
Beltran S., de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist et
al., 1981. (Anexo 1).

3.4.3 Obtencion del extracto hidroalcohdlico 70 %

Las hojas molidas fueron pesadas y maceradas en alcohol al 70% en una
relacién 2:1 de hojas y solvente, por 7 dias en un frasco de color ambar a
temperatura ambiente y con movimientos rotatorios durante 15 minutos

cada dia.
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Concluida la maceracion, se filiré a través de varias capas de gasa, la
solucién filtrada fue evaporada hasta sequedad en una estufa a 40° C. El

extracto seco obtenido se empled en los ensayos bioldgicos y bioquimicos.

3.4.4 Marcha fitoquimica: Determinacion cualitativa de los metabolitos

secundarios

Se realiz6 la determinacion cualitativa del extracto seco de Jungia
paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano”, en el laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica UNMSM. Se
utilizaron reactivos especificos para la identificacion de los diversos

metabolitos, aplicando las técnicas de Lock de Ugaz (1993)

a. Reaccion de Molisch: Gotas de muestra problema + gotas de S. R. de
Molisch “A” (alfa naftol 2% en alcohol), agitar + H,SO4 concentrado por
las paredes del tubo. La reaccidon sera positiva cuando se forme en la

interfase un anillo de color violeta.

b. Reaccion de Ninhidrina: Gotas de muestra problema + reactivo de
Ninhidrina (Ninhidrina al 1% en etanol). La aparicion de un color
violaceo nos indicara la presencia de aminodacidos libres y grupos

amino (calentar en algunos casos).

c. Reaccion de Shinoda: Gotas de muestra problema + reactivo de
Shinoda (Magnesio +gotas de HCI concentrado). La formacién de un
color rojo nos indicara positivo para chalconas y auronas. Negativo (-)
para catequinas e isoflavona.

d. Reaccion de FeCl;: Gotas de muestra problema + reactivo de Fe Cls.
Si la solucién se torna verde-azulada serd positivo para compuesto

fendlicos.

e. Reaccion de Lieberman - Burchardat: Gotas de muestra problema +
reactivo de Lieberman-Burchardat (gotas de cloroformo + gotas de
anhidrido acético + gotas de HoSO4 concentrado). La aparicién en zona
de los colores verde, azul, naranja o rojo nos indicara presencia de

esteroides o triterpenoides.
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f. Reaccion de Borntrager: Gotas de muestra problema + reactivo de
Borntrager (gotas de hidréxido de sodio 5%). La aparicion de color rojo

nos indicara presencia de naftoquinonas, antronas y antranonas.

g. Reaccion de Mayer: Gotas de muestra problema + gotas de R. Mayer
(tetrayodomercuriato potasico). La presencia de turbidez o precipitado
blanco nos indica positivo para alcaloides.

h. Reaccién de Dragendorff: Gotas de muestra problema + gotas de
reactivo Dragendorff (tetrayodobismutatopotasico) medio ligeramente
acido. La formacién de precipitado naranja o rojo naranja nos indica la
presencia de alcaloides.

i. Reaccion de la espuma: 1 g de muestra problema + 10 mL de agua
destilada, agitar fuertemente por 1 minuto. La produccién de espuma
por 15 minutos de 0,5 a 1 cmde altura indica la presencia de saponina.

j. Reaccion de Vainillin sulfarico: Gotas de muestra problema + gotas
de reactivo de Vainillin sulfurico. La formacién en zona de anillo rojizo-

violaceo confirma la presencia de glucésidos.

k. Reaccion de la gelatina:1 mL del reactivo de gelatina (1 g de gelatina
en 100 mL de agua, 10 g de NaCl) + gotas de la muestra problema. Un

precipitado denso blanquecino indica presencia de taninos.

. Agua de bromo: 2 mL del reactivo de agua de bromo + gotas de la
muestra problema. La formacién de precipitado nos confirma la
presencia de taninos condensados.

3.4.5 Determinacion de la actividad antirradical libre (Capacidad
Antioxidante Total) del extracto hidroalcohdlico de Jungia paniculata.

Se empleo la técnica con el radical libre DPPH segun Jojeux (1995).

Fundamento: El DPPH es un radical libre estable, sélido cristalino de color

violeta, soluble en metanol o etanol, y en presencia de una sustancia
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donadora de un atomo de hidrégeno pierde el color violeta y se torna un
amarillo pélido cuando se reduce.

& No H

{ .

HN—N--@}--NDE + AOH + A0
U NO;

Figura 7.- Reduccion del DPPH. Fuente. DPPH-test: Determination

of scavenger properties - Baltic analytics.

Reactivos: Solucion de DPPH 2mg% en metanol, Solucién Trolox 36
ug/mL en etanol al 50% con agua bidestilada, Vitamina C 24 pug/mL en

agua bidestilada.
Procedimiento:

1. A partir de una solucién de 300 ug/mL del extracto hidroalcohdlico de
Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano” se prepararon 5
diluciones en agua bidestilada cuyas concentraciones resultantes en el
tubo de reaccion fueron 8,33; 6,70; 5,00; 3,34; 1,67 pug/mL.

2. Los estandares antioxidantes utilizados fueron: Trolox y Vitamina C. Se
preparé una curva patrén con cada estdndar. Las concentraciones
finales de Trolox en el tubo de reaccién fue de 3,6; 3,0; 2,4; 1,8 y 0,9
ug/mL y de vitamina C fue 2,4; 2,0; 1,6; 1,2y 0,8 ug/mL.

3. El procedimiento para cada dilucion la muestra problema y los
estandares, se realizd segun el cuadro N°1

Cuadro 1.- Determinacion del ICso de Jungia paniculata y estandares

Tubos Blanco DPPH Trolox Vit. C MP
mL Agua 04 04 - - -
mL Etanol 0,8 - - - -
mL DPPH - 0,8 0,8 0,8 0,8
mL Trolox - - 0,4 - -
mL Vit. C - - - 0,4 -

mL MP . . : : 0,4
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La reaccion se llevé a cabo protegido de la luz por 30 minutos, luego fueron
leidos en el espectrofotémetro a 517 nm.

Las muestras problemas diluidas y los estandares se procesaron por
triplicado para obtener un promedio de absorbancias para cada una de las

soluciones.

Con los promedios obtenidos se construyeron las respectivas curvas de

calibracién.

Los resultados se expresaron en % de captacion de DPPH, 1Csy, TEAC y
VCEAC

Porcentaje de captacion de DPPH, esta referido al porcentaje de

reduccidn que presenta el extracto a una concentracion determinada

ABS pppH-mp) X 100

% de captacién de DPPH = ABS,prn

ICs0, es definido como la cantidad del extracto o sustancia antioxidante de
referencia, capaz de reducir al 50% la concentracién inicial de DPPH. El
cual se determina por la ecuacion de la recta obtenida de la grafica de la

curva de calibracion.

Capacidad antioxidante equivalente a la Vitamina C. (VCEAC).- Se
obtiene de la relacion entre el valor de ICsy de la Vitamina C respecto al
ICso de Jungia paniculata.

IC5y Vitamina C
VCEAC =

ICs5y ]. paniculata

Capacidad antioxidante equivalente al Trolox. (TEAC).- Se obtiene de la
relaciéon entre el valor de ICso del Trolox respecto a la ICso de Jungia

paniculata.

IC5oTrolox

TEAC =
ICs5y]. paniculata
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3.4.6 Modelo experimental de Induccion de la lesion gastrica

La lesidon gastrica se realizd en 24 ratas machos Sprague — Dowley
procedente del bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) con un peso aproximado de 283 +12 g; los cuales tuvieron 7 dias
de aclimatacién en el bioterio de la Facultad de Medicina, considerando
periodos de 12 horas de luz natural y 12 horas de oscuridad.

Los animales fueron distribuidos de manera aleatoria en cuatro grupos,
recibieron alimentacion balanceada adquirida en UNALM y agua potable ad

libitum.

La injuria se realizé de acuerdo al modelo de Robert et al., sustentado por
el CYTED (1995), esta consiste en la administracion del agente injuriante,
etanol al 70% via per oral (1mL/100 g de peso del animal) previo ayuno de
12 horas.

A primera hora las ratas fueron pesadas y distribuidas en cuatro grupos

para recibir el tratamiento correspondiente via per oral:

Grupo | (Control negativo): Se administrd por via per oral solucion salina
fisiolégica (1 mL/100 g de peso), transcurrido una hora de tratamiento se

administré nuevamente solucion fisioldgica a la misma dosis.

Grupo Il (Control positivo): Se administré6 solucion salina fisiologica
(1mL/100 g de peso), a la hora recibié etanol al 70% (1 mL/100g de peso).

Grupo lll: Recibi6 el extracto hidroalcohdlico (600 mg/kg de peso),
transcurrido una hora recibié etanol al 70% (1mL/100 g de peso).

Grupo IV: Recibié el extracto hidroalcohdlico (600 mg/kg de peso) a la hora
se administrd solucién fisiologica (1 mL/100 g de peso).

Transcurrido una hora del segundo tratamiento todos los animales fueron
sacrificados con vapores de éter dietilico y se extrajeron los estbmagos por

laparotomia.
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El estbmago fue abierto por la curvatura mayor, se seleccioné la porcion
glandular el cual fue lavado con solucién fria de KCI 0,134 mol/L, todo el
procedimiento se realiza en un ambiente frio para preservar la actividad de

las enzimas.
3.4.7 Evaluacion de las lesiones gastricas agudas

En la evaluacién de los resultados del tratamiento agudo, se consideré el
numero total de ulceras y el promedio de los indices de lesion que fueron
determinados de acuerdo con el grado de lesién, descrito a continuacioén:

a. Coloracion de la mucosa

® NOMAl... ..o 1 punto
e hiperémica............coooiiiiiii 1 punto
e descolorida..........coviiiiiiiii 1 punto
b. Pérdida de los pliegues de la mucosa............. 1 punto

c. Petequias

o leve. .. 1 punto

e MOoderado.........cooviiiiiiiiiiii e 2 puntos

o fuerte.......oooiiii 3 puntos
d. Edema

o leve. . 1 punto

e MOderado.........cooevuiiiiiiiiiiiiee 2 puntos

o fuerte. ... 3 puntos

o eVl 1 punto
o MOderado.........cooeviiiiiiiiiiiiie 2 puntos
o fuerte.......ooooiiiii 3 puntos

® eVe. . 1 punto
® MOderado........ccoviiiiiiiiiii e 2 puntos
o fuerte.......oooiiii 3 puntos

g. Lesiones necro hemorragicas (Ulceras)
e hastalmm............coii 1 punto

e mayorde 1T mm.........oooviiiiiiiiiiiiieen, 1 punto x mm
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o perforadas..........cocoiiiiiiiiiiii 5 puntos x mm

h. Exudadocelular.............coooiiiiiiiiin, 3 puntos

Se considera leve cuando el area afectada es menor al 25%, moderado
cuando llega al 50% y fuerte cuando es mayor que el 50%. (CYTED, 2001).

3.4.8 Preparacion del homogenizado de tejido gastrico

Se peso6 la porcion glandular del estdmago y se homogenizd con buffer
fosfato de potasio 0,01 mollL pH 7,4. A una concentracion de
homogenizado del 10% se llevd a centrifugar a 2 000 rpm a 4° C por 5
minutos con la finalidad de obtener un homogenizado libre de detritus. Los
diferentes ensayos se realizaron en el sobrenadante, denominado para

este estudio homogenizado.

3.4.9 Determinacion de los indicadores bioquimicos en homogenizado
de estomago.

3.4.9.1 Indicadores bioquimicos antioxidante con actividad
enzimatica

- Actividad de la superoxido dismutasa (SOD).
- Actividad de la catalasa (CAT).
3.4.9.1.1 Actividad de la Superoxido dismutasa (SOD)

Se empled la técnica propuesta por Marklund S. y Marklund G.
(1974)

Fundamento: Se basa en la capacidad de la SOD para inhibir la
autooxidacion del pirogalol en medio alcalino ( pH 8,2 ) por liberacion
de superdxido. Este método es una prueba cinética evaluada a una
longitud de onda de 420 nm que corresponde a la fraccién de
pirogalina de color amarillo.
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Procedimiento: Se utiliz6 el siguiente protocolo:

1. Autooxidacién del pirogalol: En una cubeta se coloc6 950 uL de
Buffer Tris-HCI 0,05 mol/L pH 8,2 en DPTA 1mmol/L, se incub6
en bafo maria a 37°C por un minuto, se agregd 50 uL de
pirogalol y se llevo al espectrofotdmetro para medir sus cambios
de absorbancia durante cuatro minutos. El promedio del cambio
de absorbancia por minuto deben ubicarse en el rango de 0,02
+ 10%.

2. Inhibicién de la Autooxidacién: En una cubeta de cuarzo (1mL) se
coloc6 900 ulL de Buffer Tris-HCI 0,05 mol/L pH 8,2 en DPTA
immol/L, mas 50 uL del homogenizado y se incub6é en bafo

Maria a 37°C por un minuto.

Luego se anadi6é 50 uL de pirogalol 2 mmol/L en HCI 0,01 mol/L, se
mezcld y colocd en el espectrofotdmetro para registrar las lecturas
de las absorbancias a intervalos de un minuto durante cuatro
minutos. El promedio de las absorbancias por minutos debe estar en
un rango de 0,01 = 10%.

Unidad SOD: Se define como la cantidad de enzima requerida para
inhibir la autooxidacion del pirogalol en un 50%. El cual representa la
mitad del cambio de absorbancia (0,01 +10% del pirogalol) por

minuto.

La actividad especifica se expresé en USOD/mg proteina, mediante

la siguiente férmula:

USOD) ( VRx ) (1 mlL homog.>

Act.Espec. (USOD/mg prot) - (AbSMp

Vhomo mg prot.

USOD = Unidades de superoxido dismutasa
VRx = Volumen de la reaccién (1 000 uL)
Viomo = Volumen del homogenizado (50 pL)
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3.4.9.1.2Actividad de la catalasa (CAT)
Se empled la técnica de Aebi. (1984)

Fundamento: Se fundamenta en la reduccién del H,O, por accién
de la catalasa evaluado a 240 nm en un minuto.

Procedimiento: El homogenizado se diluyd 1/60, a partir del cual se
tom6 0,8 mL mas 0,4 mL de H.O, 30 mmol/L, los tiempos a evaluar

en el espectrofotometro fueron: 15; 30; 45 y 60 segundos.

Unidad CAT: pmol HxO. consumido en un minuto bajo las
condiciones de ensayo.

Los resultados se expresaron en actividad especifica mediante la

siguiente formula:

U/ e Adbs/ . xVt x Fd x mL homog.
mg proteina 436 x 10—3PM—1cm—1 x Vyp x mg prot.

Cat

A Abs / min = Variacion de la absorbancia en un minuto.
43,6 x 10 *uM " = Coeficiente de extincion molar del H,O,
Fd = 60 factor de dilucion.

V MP = 0,8 mL

3.4.9.2 Indicadores bioquimicos de estrés oxidativo
¢ Niveles de GSH reducido y total.
¢ Niveles de especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).
3.4.9.2.1 Determinacion de GSH reducido
Se aplicé el método de Boyne y Ellman (1972)

Fundamento: Se basa en la oxidacion de los grupos sulfihidrilos
(GSH) por el é&cido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
obteniéndose como producto el acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB),la
cual es leida a 412 nm.
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Amae 412 nm

Figura 8.- ldentificacion del glutation. Fuente. Tomada de
Principle of Total Glutathione Quantification Kit.

Procedimiento: Se desproteinizé 950 uL del homogenizado con 50

uL de TCA al 100%, se agit6 enérgicamente y llevd a centrifugar a
13 000 rpm por 5 minutos.

El estandar de GSH que se prepar6 fue de 0,4 mmol/L en TCA al
5%.

Se aplico el procedimiento segun cuadro N° 2

Cuadro 2.- Determinacion de los niveles de GSH reducido en
homogenizado gastrico.

Tubos Blanco St 1 St2 Muestras

mL Buffer fosfato de
potasio pH 6,8 0,01 mol/L

mL HxO 0,2 0,12 0,1 --
mL St GSH 0,4 mmol/L -- 0,08 0,1 --
mL desproteinizado - - - 0,2

Se colocéd en bano Maria 67°C por 5 minutos, luego se enfrié y
agreg6 0,2 mL de DTNB de una concentracion de 1,5 mg/mL en
buffer fosfato de potasio 0,5 mol/L pH 6,8. Transcurrido los 5 minutos

se determiné la absorbancia a 412 nm, los resultados fueron
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expresados en nmol/g de tejido, el cual fue determinado mediante la

siguiente formula:

nmol _ anlSt XAb.S'Mp xVt
esH /g ""’f"d"] ~ " Absg, xVRXW

VR = Volumen real del homogenizado (0,19 mL).

W = gramos de tejido en 100 mL de homogenizado (aproximadamente
10%Ww/v)

Vt = Volumen total del tubo de reaccién (1,4 mL).

3.4.9.2.2 Determinacion de GSH Total

La reduccién de los grupos sulfihidrilos presentes en el GS-SG, se
obtuvo mediante la actividad reductora del sistema vitamina C /
acido Glioxilico en una proporcion de 2:1 en buffer fosfato de potasio
0,5 mol/L pH 6,8. Este método se aplicd en el sobrenadante del
desproteinizado con TCA 100%.

La determinacion de GSH total se realiz6 segun el procedimiento del
Cuadro N° 03.

Cuadro 3.- Determinacion de los niveles de GSH total en
homogenizado gastrico

Tubos Blanco St 1 St2 Muestras
mL Vit. C / Ac. Glioxilico 1 1 1 1
mL HO 0,2 0,12 0,1 --
mL St GSH 0,4 mmol/L -- 0,08 0,1 --
mL desproteinizado -- -- -- 0,2

Se colocd en bario maria 67°C por 5 minutos, luego se enfrié y
agreg6 0,2 mL de DTNB 1,5 mg/mL en buffer fosfato de potasio 0,5
mol/L pH 6,8. Transcurrido los 5 minutos se determind la
absorbancia a 412 nm.
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Los resultados fueron expresados en nmol/g de tejido, el cual fue

determinado mediante la siguiente férmula:

nmol __ nmolg; x Absyp x Vi
GsH /g ‘Eﬁd”] ~ " Absg; xVRXW

VR = Volumen real del homogenizado (0,19 mL).

W = gramos de tejido en 100 mL de homogenizado (aproximadamente
10%w/v.

Vit = Volumen total del tubo de reaccion (1,4 mL).

3.4.9.2.3 Especies reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
La técnica ejecutada corresponde a Buege y Aust (1978)

Fundamento: ElI malondialdehido, uno de los productos de
peroxidacién lipidica, reacciona con dos moléculas de &cido
tiobarbiturico, dando un color rosado, con una absorcién maxima a
los 532 - 535 nm.

Se utilizé el homogenizado de estobmago preparado en 3.4.8, se le
agrego TCA al 20% para desproteinizar.

0
. 0 S\VN\\EOH ou\//n\l(s“
|

N - R
th +2 /'Q "v—ﬁ ﬁ ﬁ N
ICI:H o N |
o S OH OH

Figura 9.- Formacion del complejo malondialdehido. Fuente.
Tomado de Analytical Methods for Resolving Data de TBA,-MDA..



Procedimiento:
Se utilizé el siguiente protocolo:

Cuadro 4.- Determinacion de Especies reactivas al acido
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tiobarbitarico (TBARS)
Grupo Grupo Grupo Grupo
Blanco i ||Io |vIO vIO
mL Buffer fosfato de potasio 03 3 3 3 3
0,01 mol/L pH 7,4
mL Homogenizado - 0,3 0,3 0,3 0,3
mL TCA 20% 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

Bafno Maria hirviente por 15 minutos, enfriar en agua helada

TBA 0,67%/ HCI 0,25 N 0,9 0,9 0,9 0,9

0,9

Bario Maria hirviente por 30 minutos, enfriar en agua helada.

Centrifugar a 6 000 rpm por 10’

Se separo el sobrenadante, luego fue leido a 535 nm.

Los calculos de concentracion de TBARS en homogenizado se

determinaron mediante la férmula:

Absorbancia=¢.1.c c=Abs/exl

Los resultados fueron expresado en nmol/g de tejido y determinado

mediante la siguiente formula:

. x‘lb.S‘MP xVt

|[TBARS ™Y/ 0iido | = x Fd

sxlxw

£ =1,56x10°M"cm " (coeficiente de extincién molar)

| =1 cm (ancho de la cubeta)

¢ = concentracién de TBARS en nmol/mL.

W = peso de tejido en gramos en 100 mL de homogenizado
VT = Volumen total del homogenizado

Fd = Factor de dilucién (6)
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3.4.9.3 Determinacion de proteinas:
Se aplic6 el método de Lowry (1951)

Fundamento: En medio alcalino los iones de Cu*? forman complejos de
coordinaciéon con los enlaces peptidicos en presencia de tartrato de
sodio para evitar la precipitacion. El reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdotungstico) o reactivo de fenoles, se reduce por la presencia
del grupo fenol de la tirosina y en menor medida del imidazol e indol del
triptéfano dando lugar a un color azul intenso. El complejo coloreado se
lee a 700 nm.

Procedimiento: El sobrenadante del homogenizado se diluyé 1/10 y se

precedio segun procedimiento del Cuadro N° 5.

Cuadro 5.- Determinacion de proteinas en homogenizado gastrico

Blanco St MP
mL Tampon alcalino 1 1 1
mL de homogenizado 1/10 -- -- 0,1
mL solucion estandar 2 mg/mL -- 0,1 --
mL reactivo cuprico 0,4 0,4 0,4
Dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente
mL Folin-Ciocalteu 1/3 0,75 0,75 0,75

Reposar por 10 minutos y leer a 700nm

3.4.10 Ensayo de toxicidad aguda

Se determind la toxicidad aguda, por el método a dosis limite (2 000
mg/kg), del extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata (DC.) A.
Gray “matico serrano” en ratones albinos Mus musculus cepa Balb/c por

via oral.

Se utilizaron 20 ratones (10 machos y 10 hembras), los cuales fueron
distribuidos proporcionalmente y de manera aleatoria en dos grupos:

control (5 machos y 5 hembras) y extracto (5 machos y 5 hembras), siendo
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mantenidos en un ambiente con temperatura controlada (aproximadamente

20°C) con 12 horas de luz natural y 12 de oscuridad.

Fueron sometidos a un ayuno de 12 horas, el grupo control recibié solucion
salina (0,9% NaCl) 0,5 mL/10 g de animal, y el grupo experimental recibio
el extracto hidroalcohdlico a la dosis de 2 000 mg/kg en una sola dosis,
segun la técnica de dosis fija o dosis limite de la Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD) 2001.

Los ratones se mantuvieron en observacion cada tres horas en el primer

dia, luego se observé cada doce horas hasta el dia 14 post administracion.
El peso fue controlado al inicio, siete y catorce dias.

Concluido el tiempo los animales fueron sacrificado por decapitacion, luego
se extrajeron los o&rganos vitales como: higado y riflones para su

evaluacién macroscoépica.
3.4.11 Analisis estadisticos

Al no presentar los resultados una distribucidon normal, se aplicé la prueba
Kruskal-Wallis, para comparar medias de mas de dos grupos, y la prueba
Mann-Whitney, para comparar medias de dos grupos. Se utilizé el valor
p<0,05 y 0,01 para la consideracion de diferencia estadisticamente
significativa. Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico
SPSS version 16.



CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Presentacion de Resultados

4.1.1 Marcha fitoquimica
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Los resultados para la determinacion semicuantitativa de los metabolitos

secundarios del extracto hidroalcohdlico se muestran en el Cuadro N°6

Cuadro 6.- Marcha fitoquimica del extracto hidroalcoholico de

Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico serrano”

Reactivo Metabolitos primarios y Resultados
secundarios
Molisch Carbohidratos ++
Ninhidrina 1% Aminoacidos ++
Shinoda Flavonoides +++
FeCl; 1% Compuestos fendlicos +++
Liebermann — Burchard Esteroides ++
Borntrager Antraquinonas -
Mayer Alcaloides -
Dragendorff Alcaloides -
Reaccién de la espuma Saponinas -
Vainillin sulfarico Heterdsidos +++
Gelatina 1% Taninos hidrolizables +++
Agua de bromo Taninos condensados +

En los resultados se observa una mayor presencia de compuestos
fendlicos entre ellos los flavonoides y los taninos hidrolizables.

4.1.2 Actividad antirradical libre

Las absorbancias obtenidas empleando el radical libore DPPH frente al
extracto hidroalcohélico de Jungia paniculata (DC.) A. Gray “matico
serrano” muestran una curva notoriamente descendiente y un R? con un
valor cercano a la unidad, (Figura 8). Este resultado es comparable con los
obtenidos con las sustancias antioxidantes de referencia, Vitamina C
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(Anexo 2) y Trolox (Anexo 3). Es importante tomar en cuenta que la
muestra de Jungia paniculata es un extracto hidroalcohdlico y los

estandares son sustancias puras.

Abs (nm)
0.6
4
0.5 \
+ y =-0.0624x + 0.5439
R?=0.986
0.3
0.2 *
0.1 i
+
D T T T T T T T T 1 ugme
0 1 2 3 4 5 6 F 8 9

Figura 10.- Curva de reduccion del DPPH por el extracto etandlico de

hojas de Jungia paniculata.

El porcentaje de captacion del radical DPPH que se ha obtenido con el
extracto de Jungia paniculata equivale al 70,5 % del porcentaje de
captacion que tiene la vitamina C frente a este radical libre, y de 51,7% del
porcentaje de captacién que muestra el trolox.

Se observa un valor mas cercano al trolox, esto puede corroborarse con los
valores expresados en capacidad antioxidante equivalente, la capacidad
antioxidante equivalente a vitamina C (VCEAC) es 552 pg Vit C / mg de
extracto seco de Jungia paniculata y la capacidad antioxidante equivalente
a trolox (TEAC) es de 814 ug de Trolox / mg de extracto seco de Jungia
paniculata.
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Cuadro 7.- Resultados de ICso y % captacion de DPPH, de Vitamina C,
Trolox y Jungia paniculata.

ICs0 pg/mL * % Captacion
Jungia paniculata 4,15 + 0,035 41,1
Vitamina C 2,29 + 0,042 76,5
Trolox 3,38 + 0,042 51,7

*A la concentracién de 3,5 pg/mL

Sobre los resultados de ICso (cuadro N° 7) puede observarse que los tres
datos obtenidos comparten las mismas unidades de concentracion y los
valores no son lejanos teniendo en cuenta que el extracto es una mezcla

de sustancias con y sin actividad antioxidante.
4.1.3 Evaluacion macroscopica de la mucosa gastrica:

Grupo |: Color de la mucosa normal, pliegues conservados, color de la
mucosa normal (rosado), no hay presencia de petequias, edema o perdida

de moco

Grupo II: Color de la mucosa hiperémica, con pérdida de pliegues, edema
moderado y fuerte hemorragia. Fuerte pérdida de moco, lesiones necro

hemorragicas de hasta 1 mm. Segun la escala se considera dafio fuerte.

Grupo llI: Coloracion de la mucosa hiperémica, pliegues conservados, leve
presencia de edema, no hay hemorragia, leve desprendimiento de moco.
Dafo moderado.

Grupo IV: Coloracion de la mucosa normal, no hay perdida de pliegues, ni

edema, ni perdida de moco. Dafno moderado.
4.1.4 Indicadores bioquimicos antioxidante con actividad enzimatica

4.1.4.1 Actividad especifica de la superoxido dismutasa (SOD).
La induccion gastrica con etanol al 70% produjo una disminucién
significativa de la actividad especifica de la superdxido dismutasa
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(SOD) en el grupo Il comparado con el grupo | (p<0,05), tal como se
muestra en el Cuadro 8

Los grupos Ill y IV presentaron un incremento significativo de la
actividad especifica de la SOD comparados con el grupo Il (p<0,05)
y (p<0,02) respectivamente.

4.1.4.2 Actividad especifica de la catalasa (CAT).

Los resultados obtenidos con respecto a la actividad especifica de la
catalasa, no presentaron una variacion significativa entre los grupos

experimentales.

La relacion SOD/Catalasa es menor en el grupo tratado con el

agente injuriante en comparacién con los demas grupos.

Cuadro 8.- Resultado de las enzimas antioxidantes SOD vy
Catalasa en homogenizado de estomago de ratas sometidas a
injuria con etanol al 70%

Superoxido Catalasa
Grupos dismutasa umol HxOo/min/mg  SOD/Catalasa
U/mg proteina proteina
Grupo | 25,08 +5,44 13,81 +2,68 1,82
Grupo Il 16,42 1,40 14,49 +1,62 1,13
Grupo I 20,63 +2,65@ 13,32 +1,51 1,56
Grupo IV 23,23 +2,95®) 13,21 +0,87 1,74

(a) p<0,05 comparado con el grupo Il
(b) p<0,02 comparado con el grupo Il

4.1.5 Indicadores bioquimicos de estrés oxidativo

4.1.5.1 Niveles de Glutation reducido y total. Se observé una
menor concentracion de GSH reducido en el grupo Il con respecto al
grupo |, lll y IV (Cuadro N® 9). Siendo significativo con el grupo |
(p<0,05) y con el grupo IV (p<0,01).
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Los grupos que recibieron el extracto (lll y V) presentaron una

menor concentracién de GSH oxidado en comparacién al grupo que

recibid solo etanol (II).

4.1.5.2 Niveles de especie reactivas al acido tiobarbiturico

(TBARS). Los resultados en el Cuadro N° 9 nos muestran un ligero

incremento de TBARS cuando es inducido con etanol (grupo Il) con

respecto a un estado basal (grupo I).

Los grupos que fueron tratados con el extracto (Il y IV) presentaron

una disminucion de los niveles de TBARS en comparacién al grupo

I, (p<0,05) y (p<0,02) respectivamente.

Cuadro 9.- Resultado de los indicadores de estrés oxidativo en
homogenizado de estdmago de ratas sometidas a injuria con etanol al

70%
Glutation x 102 nmol/g Tej. _ TBARS

Grupos - - Red/oxid ,

Total Reducido ~ Oxidado nmol/g te]

Grupo | 13,07+1,67 12,63+1,57° 0,44 29,442 4,13 +1,30

Grupo Il 12,39 +1,47 9,54 +0,82 2,86 3,87 4,92 +0,83

Grupo Il 12,22 +2,81 11,54 +2,60 0,68 17,522 3,38 +0,50°

Grupo IV 14,99 +1,40° 14,43 +1,38° 0,57 25,70° 3,22 +0,56°

(a) p<0,01 comparado con el grupo Il
(b) p<0,05 comparado con el grupo Il

4.1.6 Toxicidad Aguda

Teniendo en consideracion lo descrito en la metodologia, la administracién

de una dosis limite de 2 000 mg/kg de masa corporal no provocé muerte en

los ratones o sintomas indicativos de toxicidad. (OECD, 2001)
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Siempre se observo una conducta normal en los animales: reflejo postural
normal, habitos de aseo y respuesta habitual a los estimulos nociceptivos,

asi como consumo de alimentos y agua como corresponde a su especie.

Los estudios anatomo patolégicos macroscdpicos no mostraron ninguna

alteracion en los érganos blanco (higado, pulmén, riidn).
4.2 Discusion de resultados.

4.2.1 De las pruebas analiticas del extracto hidroalcohdlico de Jungia
paniculata

El estudio fitoquimico del extracto hidroalcohdlico al 70% de hojas de
Jungia paniculata recolectada de la Region del Nor Yauyos, reportd la
presencia de metabolitos bioactivos principalmente los polifenoles (ver
Cuadro 6), encontrandose dentro de este grupo mayor presencia de
flavonoides y taninos hidrolizables, ademas de heterésidos.

Casado et al., (2007), también reportaron en estudios realizados de Jungia
paniculata recolectada en la Regién Nor-Yauyos, presencia de flavonoides,
especificamente dos flavonas (luteolina, apigenina), sus derivados (7-
glucosil-apigenina, 7-glucosil-luteolina) y acidos fendlicos tanto en el
extracto etandlico 50% como en los extractos metandlico y acuoso de las

hojas.

A su vez Paredes (1990) sobre la misma especie botanica recolectada en
San Pedro de Casta, provincia de Huarochiri del Departamento de Lima,
informé presencia de taninos y saponinas tanto en el extracto acuoso como

en el extracto etandlico.

Ambos estudios concuerdan con nuestro hallazgo, es decir mayor
presencia de los compuestos polifendlicos (flavonoides y taninos).

El estudio in vitro de la capacidad antioxidante realizada en este estudio
revela que el extracto de Jungia paniculata en términos de captura del
radical libre DPPH presenta una ICsy de 4,15 pg/mL (Cuadro 3) valor que

se puede considerar de alta actividad antioxidante si lo comparamos con la
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ICs0 de vitamina C (2,29 pg/mL) y de Trolox (3,38 pug/mL) teniendo en
cuenta que las sustancias de referencia son compuestos puros y la
muestra ensayada es un extracto, la cual es una mezcla de metabolitos
secundarios con y sin actividad antioxidante. Esta capacidad atrapadora de
radicales libres, podria atribuirse a la presencia de los compuestos
fendlicos hallados durante la marcha fitoquimica.

Estudios de ICsy analizados frente al radical libore DPPH, reportados en la
literatura también con solventes polares como el de Sreenivasan et al.,
(2007) sobre el extracto metanolico al 80% de Gracilaria changii present6
un ICso de 14,70 mg/mL y otro estudio de Sandoval et al., (2000) reportaron
que los extractos acuosos de la corteza de Uncaria tomentosa 'y de Uncaria
guianensis presentaron un 1G5y de 21,7 upg/mL y 13,6 pg/mL
respectivamente, y la actividad antioxidante de flavonoides aislados de la
Opuntia ficus por Dok et al., (2002) presenté un 1Cso de 10,37 pg/mL para
quercetina, 14,34 pg/mL para dihidréxi-quercetina y 14,62 pg/mLpara
quercetina-3-metil éter.

Estos resultados expresados en funcion al valor de la 1Cso comparados con
el menor valor de ICs del extracto de Jungia paniculata permite proponer
que el contenido de los metabolitos secundarios de esta planta tienen
mejor comportamiento antioxidante que los mencionados, cuando son

enfrentados al radical DPPH.

Ramos et al., (2008) evaluaron la capacidad antioxidante de varias plantas
medicinales peruanas con el radical estable DPPH e informaron que el
extracto metandlico de hojas (50 pg/mL) de Calophyllum brasiliense
presentd un porcentaje de captacion del radical libre de 99,76%,
Minthostachys mollis (hojas de muna) extracto acuoso a 50 pg/mL de
92,41%, Alchornia castaneifolia (hiporuro) extracto metandlico a 50ug/mL
de 75,96%. EIl porcentaje de captacion del radical libre del extracto de
Jungia paniculata es de 95,0% a una concentracion de 8,2 ug/mL (ver

Cuadro 7), valor mucho menor que los mostrados por Ramos et al.
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Ameer et al., (2015) reportaron los valores de VCEAC (mg Vit C/ g de
extracto seco) de tres plantas medicinales: Aizoon canariense L.,
Asphodelus tenuifolius Cav., y Emex spinosus (L.) 0,068, 0,25 y 0,44
respectivamente, en el presente estudio se hallé un VCEAC de 552 mg/g
ext. seco. Dae et al., (2002) expresaron la capacidad antioxidante de
varias plantas alimenticias entre ellas la manzana Gala con un VCEAC de
1,36 + 0,06 mg/qg,

En relacion al TEAC (umol/g) Beserra et al., (2011) es un estudio sobre
frutos del noreste del Brasil reportaron para Carica papayal. 2,24,
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth 6,46, Spondias purpureaL.1,50.
Comparado con el TEAC de Jungia paniculata de 3,25 umol/g sélo es
superado por Byrsonima crassifolio, el cual presenta una elevada

composicién de compuestos polifenélicos.

El extracto hidroalcohdlico del matico serrano presenta entonces un
elevado potencial de la capacidad atrapadora de radicales libres in vitro,
esto permite proponer a la Jungia paniculata como una planta promisoria
en la prevencién de diversas patologias relacionadas con el estrés
oxidativo, probablemente por su contenido en polifenoles.

4.2.2 De los resultados del ensayo experimental

Los indicadores bioquimicos que se estudiaron en el modelo experimental
muestran que los metabolitos secundarios con elevado potencial
antioxidante del extracto hidroalcoholico de Jungia paniculata ejercerian

actividad in vivo.

El tratamiento previo con extractos de plantas medicinales, protege frente
al agente lesionante, ya sea directamente, neutralizando los radicales libres
generados en un proceso inflamatorio, como también la modulacién del
estado redox por aumentos en el potencial de defensa antioxidante
enddgeno, incrementando probablemente la actividad de ciertas enzimas
antioxidantes como SOD y CAT.(Gonzalez et al., 2007).
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En el presente estudio se encontrd que la induccion a ulcera con etanol al
70%, en el grupo I, redujo la actividad de la SOD de forma significativa
(p<0,05), comparado con el grupo |. (ver Cuadro 8). Sin embargo la
actividad de la catalasa no mostré6 cambios significativos. Este hallazgo es
corroborado por Aderibigbe et al., (2011), Alvarez et al., (2011) vy Arafa et
al., (2003), quienes reportaron una disminucién de SOD e incremento no
significativo de la catalasa.

En caso de una disminucidon en la actividad de CAT o de glutation
peroxidasa, el dano potencial se incrementa debido a la relativa estabilidad
del peroxido de hidrogeno y a su capacidad de movilizarse en el medio

pudiendo alcanzar o atravesar membranas.

En este estudio, el grupo Ill ha mostrado actividad especifica de la SOD
significativamente mayor al grupo Il (p<0,05), evidenciando el efecto
protector o estimulante del extracto hidroalcohdlico frente al dafo agudo
inducido por el etanol. También en el mismo Cuadro 8, es de notar que el
extracto IV no induce reacciones prooxidantes en el tejido gastrico,
considerando que algunos metabolitos secundarios pueden ejercer la
actividad dual antioxidante-prooxidante.

La presencia de los polifenoles (flavonoides) en el grupo Il explicaria el
aumento de la actividad de la SOD ya que estas no solo retiran aniones
superoxido sino radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperéxidos.
De esta manera bloquean la accién deletérea de dichas sustancias sobre
las células. (Martinez et al., 2002).

Estos resultados encontrados en la SOD pueden estar relacionados con el
efecto protector encontrados en los otros indicadores como los niveles de
GSH y TBARS que se muestran en el cuadro 9 y corroborado por lo
reportado por Pires et al., (2013).

Se ha podido demostrar experimentalmente que la actividad de la CAT no
se modifica en ningunos de los grupos (ver Cuadro 8), lo cual puede
explicarse por el elevado Km de esta enzima 2,75 mM o por la
participacion de la glutatiéon peroxidasa, (Km 1,0 uM) enzima que cataliza
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la misma reaccién sobre el perdxido de hidroégeno teniendo como co-
sustrato al glutation. Esta enzima ejerce su efecto bajo condiciones donde
el NADPH sea un factor limitante o cuando los niveles de HyO, estan

particularmente elevados.

Con respecto al modelo experimental de injuria con etanol, los parametros
bioquimicos analizados en relacion a los niveles de GSH reducido en los
grupos de tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de Jungia paniculata
via peroral (ver Cuadro 9) se observa en el grupo lll, que el extracto ha
contribuido con la recuperacién del glutatién reducido pues la relacién
red/ox en este grupo es significativamente mas elevado que el grupo

injuriado.

Este resultado revela que el extracto promueve el incremento de GSH
como otro mecanismo protector frente al dafio gastrico generado por etanol
condicién en el que se eleva la concentracién de radicales libres (anién
superodxido, perdxido de hidrogeno, radical hidroxilo) que puede llevar a la
lipoperoxidaciéon y dafno oxidativo, tal como lo menciona Hiraishi et al.,
(1999).

Martinez (2005) y Myhrtad (2002), sefialan que seria la induccion de la
sintesis de GSH y la interrupcidon de la reaccibn en cadena de la
lipoperoxidacion de los &cidos grasos insaturados los mecanismos
involucrados y evitando asi la generacion de otras radicales lipoperdxidos.
El GSH ademéas de su papel de cofactor en reacciones enzimaticas
también tiene la capacidad de capturar radicales libres y participar en la
detoxificacion.

En esta situacion de injuria alcohdlica, el etanol pasa por el sistema de
detoxificacion microsomal a través de la fase | mediante el sistema CYP450
2E1 el cual consume NADPH+H" proveniente principalmente de la via de
las pentosas, esta misma coenzima también es requerida para reducir el
GSSG a GSH.

Lo que significa que se estda generando ROS y estaria evitando la
recuperacion del GSH a través del sistema del glutatién mediada por la
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GSH reductasa. Este ciclo de recuperacién disminuido, se refleja en la
relacibn GSH/GSSG, del grupo intoxicado con etanol (Grupo Il) y una
mayor relaciéon en el grupo tratado con el extracto de Jungia paniculata,
probablemente por la presencia de los metabolitos secundarios que
estimularian la sintesis del GSH. (ver Cuadro 9).

Esta situacion de estrés oxidativo podria explicar el dafio a la mucosa
géastrica observado macroscépicamente en los estomagos del grupo II:
erosiones, sangrado sub epitelial, pérdida de moco gastrico, lo cual no fue
observado en los otros grupos.

Dicho hallazgo tanto bioquimico como anatémico puede explicarse por la
presencia de los metabolitos secundarios identificados en la marcha
fitoquimica (ver Cuadro 6), destacando los polifenoles y dentro de ellos a
los flavonoides, los cuales tienen un elevado potencial antioxidante al
reducir a los radicales libres especialmente anion superoxido, radicales
hidroxilo, perdxidos lipidicos e hidroperdxidos; ademas los flavonoides son
importantes para el control de las concentraciones intracelulares del
glutation tal como se observa en un estudio donde la presencia de
flavonoide induce la actividad de gamma glutamilcisteina sintetasa.
(Myhrtad et al., 2002).

Szabo et al., (1981) encontraron que los compuestos que tienen grupo
sulfihidrilos protegen al estobmago de erosiones y hemorragia dosis-
dependiente, y pueden intervenir en la induccién de prostaglandinas
citoprotectoras.

Arafa (2003) y Kanter (2005), reportaron hallazgos similares, al emplear
etanol como agente inductor de Ulcera gastrica. En el grupo inducido, los
niveles de GSH disminuyeron en comparacion a sus respectivo grupo
control, (p<0,05). Kumar (2009) reporté que el extracto etandlico de
corteza de Pterospermum acerifoliuma dosis de 150 mg/kg mas etanol,
disminuyd en un 66,4% de los niveles de GSH, mientras que el grupo que
recibio 300 mg/kg mas etanol solo se redujo un 23,7% del contenido de
GSH, esto nos indica que frente a la generacién de radicales libres por
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etanol los niveles de GSH tienden a disminuir, y que la presencia de
sustancias antioxidantes exdgenas estaria atenuando esta disminucién del
GSH.

El estudio de los TBARS es otro indicador de estrés oxidativo
principalmente a nivel de las membranas biolégicas, ya que son sus acidos
grasos poliinsaturados los que son agredidos por accién de los ROS
enddgenos y exdgenos provocados por el etanol, como consecuencia hay
una disrupcion de la membrana, cambios en su fluidez y permeabilidad y

finalmente lisis.

En esta investigacidén se ha hallado que los grupos tratados con el extracto
de Jungia paniculata (lll y 1V) presentaron una menor concentracion de
indicadores de lipoperoxidacion (MDA) en comparacion del grupo I,
(p<0,05), esto sugiere que los principios activos de la planta estarian
ejerciendo proteccidén a las membranas biolégicas en contra del ataque de
los radicales libres (O.-, H.O,, HO") los cuales provocan dafo oxidativo
conocido como peroxidacion lipidica. (ver Cuadro 9)

El etanol no solo causa dano directo sobre la membrana celular por
lipoperoxidacion, sino también genera un aumento de la permeabilidad
transitoria y despolarizaciéon mitocondrial, el cual precede a la muerte
celular en la célula de la mucosa gastrica (Hirokawa et al., 1998),
incrementando la produccion del anion superoxido e hidroxilo en la mucosa
gastrica (Bagchi et al., 1998), estas especies reactivas inducirdan a la
lipoperoxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados de las membranas.

Ademas es importante resaltar que los grupos tratados con el extracto (lll y
IV) presentan menor concentracion de TBARS comparado con el grupo |,
estos resultados nos estarian indicando que probablemente los
componentes polifendlicos del extracto ejercerian un efecto protector de las
membranas biolégicas en condiciones fisioldégicas y en condiciones de

estrés oxidativo, como secuestrantes de especies reactivas del oxigeno

(O2', oxigeno singlete, radicales lipoperoxilo) (Martinez et al., 2002).
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Debe recordarse que la lipoperoxidacién mediada por las ROS es causa
importante de la destruccion y el dafo de las membranas celulares,
estando esto relacionado con la patogenia de la injuria aguda gastrica,
inducida no solo por etanol sino también por otras sustancias como la

indometacina, tal como lo reporta Bagchi et al., (1998) y

En cuanto a los resultados de la toxicidad aguda a una dosis limite de 2 000
mg/kg, no presentd efectos adversos durante los 14 dias que durd el
experimento, permiten indicar que la DLsy es mayor de la dosis limite
experimentada y esta refrendada al no registrarse muerte alguna después
de los 14 dias de observacion. Similar resultado se hallé en otra especie
Paederia foetida de la familia de las Rubiaceas a la misma dosis de 2 000
mg/kg, es decir sin pérdida de peso, diarrea o depresién. Chanda et al.,
(2011)

La busqueda de nuevos farmacos de origen natural o la aplicaciéon de una
nueva tecnologia, lleva implicito la realizacion de una serie de
investigaciones previas que incluyen los estudios toxicoldgicos, con la

finalidad de determinar la seguridad de su uso.
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CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata contribuye a la
recuperacion de la actividad enzimética de la SOD, en el modelo de
dano gastrico inducido por etanol. Y se refleja en la relacion SOD/CAT

2. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray
“‘matico serrano” ejerce gastroproteccion in vivo frente a indicadores de
estrés oxidativo, disminuyendo la lipoperoxidacidn, incrementando los

niveles de GSH reducido

3. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray
“matico serrano” no present6 efecto adverso a la dosis de 2 000 mg/kg.

RECOMENDACIONES
1. Determinar la actividad de la glutatién peroxidasa en tejido gastrico.

2. Determinar la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en

tejido gastrico.
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ANEXO 1

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico

Alfredo Novoa 230 — San Miguel

hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segun R.D N. 0171-2011-AG-
DGFFS-DGEFFS, con Registro N. 15, certifica que la muestra botanica de la planta
conocida como “MATICO SERRANQ?”, proporcionada por la Tesista ELSA BEJAR
CAMARENA, ha sido estudiada cientificamente y determinada como Jungia
paniculata y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica
en las siguientes categorias:

Reino: PLANTAE
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: ASTERACEAE

Especie: Jungia paniculata (DC.) A. Gray

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para los fines que
estime conveniente.

Lima, 26 marzo 2006.

/{é/
Blgo.-Hamilton Béltran

........................................

Hamilton Wilmer Beltran Santiago
Biologo - Botanico
CBP. 2719



ANEXO 2
CURVA DE CALIBRACION DE LA VITAMINA C
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ANEXO 3

CURVA DE CALIBRACION DEL TROLOX
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