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RESUMEN

Objetivo: Identificar los constituyentes quimicos, demostrar el efecto gastroprotector y
antioxidante del extracto etanodlico de hojas de Schinus molle L. en lesiones géstricas
inducidas en ratas. Materiales y métodos: En ¢l estudio del Efecto gastroprotector del
extracto etandlico de hojas de Schinus molle L. en lesiones géstricas inducidas en ratas,
se realizo por el método de Lacroix & Guillaume, se utilizaron 36 ratas fueron distribuidos
al azar en 6 grupos G1: Suero Fisiologico 4 ml/Kg, G2: Indometacina 75 mg/kg, G3:
Ranitidina 50 mg/ kg, G4: extracto etandlico (Schinus molle L.) 100 mg/kg, G5: extracto
etanolico (Schinus molle L.) 200 mg/kg y G6: extracto etandlico (Schinus molle L.) 250
mg/ kg. Al quinto dia se les administr6 una tinica dosis de 75 mg/kg de indometacina via
oral; luego de 8 horas se removieron los estomagos disecandose a lo largo de la curvatura
mayor. La actividad antioxidante se utilizd la técnica de Buege, midiendo la
concentracion de malonaldehido. Resultados: Los animales tratados con de 200 y
250mg/kg del extracto etandlico (Schinus molle L), presentaron una disminucion de la
lesion gastrica del 52,22 y 30,29% respectivamente y en el suero de las ratas tratadas con
150 y 250 mg/kg del extracto etandlico (Schinus molle L se encontraron niveles de MDA
disminuidos de manera significativa con relacion a los animales no tratados
Conclusiones: Los andlisis estadisticos realizados establecen que el extracto etandlico

(Schinus molle L) presenta efecto gastroprotector y antioxidante.

Palabras Claves: Extracto de etanol, ulcera, indometacina, lesiones gastricas



ABSTRACT

Objective: To identify the chemical constituents, demonstrate the gastroprotective and
antioxidant effect of the ethanol extract of Schinus molle L. leaves in gastric lesions
induced in rats. Materials and methods: The study of the Gastroprotective effect of the
ethanolic extract of Schinus molle L. leaves in rats with induced gastric lesions was
carried out by the La Croix & Guillaume method, 36 rats were used randomly distributed
in 6 groups, G1: Physiological Serum 4 ml/Kg, G2: Indomethacin 75 mg/kg, G3:
Ranitidine 50 mg/kg, G4: ethanolic extract (Schinus molle L.) 100 mg/kg, GS5: ethanolic
extract (Schinus molle L.) 200 mg / kg and G6: ethanolic extract (Schinus molle L.) 250
mg/kg. On the fifth day, they were given a single dose of 75 mg/kg of indomethacin
orally; after 8 hours the stomachs were removed by dissecting them along the greater
curvature. For the antioxidant activity, the Buege technique was used, measuring the

concentration of malonaldehyde. Results: The animals treated w

ith 200 and 250mg / kg of the ethanolic extract (Schinus molle L), presented a decrease
in gastric injury of 52.22 and 30.29% respectively and in the serum of the rats treated
with 150 and 250 mg / kg of ethanolic extract (Schinus molle L, MDA levels were
significantly decreased in relation to untreated animals Conclusions: The statistical
analyzes carried out that the ethanolic extract (Schinus molle L) has a gastroprotective

and antioxidant effect.

Keywords: Ethanolic extract, ulcer, indomethacin, gastric lesion
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

Los estudios nacionales de morbilidad el Ministerio de Salud (MINSA) y Gobiernos
Regionales describen que las patologias mas frecuentes son las infecciones respiratorias
superiores (16% de los diagndsticos de consulta externa), seguida por patologia bucal

(15%), Infecciones intestinales (3,4%), patologia gastrica y duodenal (3,2%)'.

Dentro de los trastornos que aquejan con mayor frecuencia a la poblacion estan los
relacionados con la hipersecrecion géstrica, que se manifiesta en diferentes procesos
como la gastritis asociada al Helicobacter pylori, tlcera péptica, sindrome de Zollinger

Ellison y el cancer gastrico’.

La gastritis hemorragica se desarrolla en ciertas enfermedades y aparece en un 80-90%
en pacientes hospitalizados en estado critico, es frecuente el uso crénico de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) a partir de los 60 afios, el cual acarrea una
elevada sintomatologia y complicaciones, como los desarrollados en el estomago o en
cualquier tramo del tracto gastrointestinal (TGI), en EEUU el consumo de AINEs es

responsable del 27,6% de casos de gastritis hemorragica, con una mortalidad de 7,65%?.

La mayoria de las plantas presentan una variedad de compuestos como: flavonoides,
compuestos  polifendlicos con diversos efectos como: antiinflamatorios,
gastroprotectores,  antimicrobianos,  antivirales, antiulcerosos, antioxidantes,
antihepatotoxicos y antihipertensivos. Los flavonoides inhiben varias enzimas, como la
ciclooxigenasa, lipooxigenasa, Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido-Fosfato (NADPH),
los radicales libres y reducen el estrés oxidativo. Ademas, los flavonoides, polifenoles y

el alfa tocoferol poseen efecto gastroprotector y capacidad antioxidante?.

El oxigeno reactivo (ROS) es un radical libre que al producirse en cantidades excesivas
generan dafio en los &cidos nucleicos, proteinas y lipidos de las células, perturbando la
homeostasis celular, lo que produce patologias severas al ser humano como: osteoartritis,
artritis reumatoide, gota, asma, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares y desordenes neurodegenerativos. La inflamacion y la

sobreproduccion de ROS en el cuerpo humano producen una serie de enfermedades.*



La excesiva ingesta de alimentos inadecuados, el estrés que incrementa la secrecion acida,
la disminucion de la formacion del mucus alcalino por accion de los antinflamatorios
puede producir, como causa unica o asociada a otras etiologias, enfermedades

gastrointestinales incluyendo, probablemente, cancer de estomago°.

Hasta la actualidad en Peru y en la literatura cientifica internacional, no se han reportado
investigaciones experimentales y cientificas probadas in vivo que expliquen mecanismos
del efecto gastroprotector del extracto de Schinus molle L en un modelo de induccion de

lesiones gastricas”.

1.2. Formulacién del Problema
LEl extracto etandlico de hojas de Schinus molle L. (molle) tiene efecto gastroprotector

en lesiones gastricas inducida en ratas?

1.3. Justificacion tedrica

En Peru el enorme potencial de recursos naturales se encuentra en forma silvestre o
desarrollada de manera incipiente; esta realidad nos debe hacer reflexionar sobre la
posibilidad de desarrollar técnicas o tecnologias para el aprovechamiento de estos
recursos tanto en el &mbito terapéutico como industrial. Actualmente existen numerosas
plantas que contienen flavonoides, polifenoles, glucdsidos, taninos, triterpenos, aceite
esencial y otros compuestos con marcada accion antioxidante, y actividad

antiinflamatoria®.

La accion gastroprotectora de varios productos vegetales, evaluado con diferentes
modelos experimentales, sefialan que los taninos son uno de los componentes principales

a quienes se les atribuye propiedades gastroprotectoras y actividad antioxidante’.

Schinus molle L. es un arbol nativo de las regiones andinas del Perti, que actualmente esta
ampliamente distribuido en toda la Argentina, Sudeste de Brasil, Pert, Colombia,
Ecuador, Uruguay, México Occidental y Guatemala. Todas las partes de esta especie han
sido utilizadas medicinalmente por los pueblos indigenas y todavia se emplea en la
medicina herbaria en muchos paises. Se utiliza para muchas afecciones, incluyendo
trastornos respiratorios, urinarios y como estimulante digestivo, diurético, astringente y
antidepresivo. También es conocido por su uso tdpico como curador de heridas,

antiséptico y para trastornos de la piel®.



El estudio fitoquimico de Schinus molle L. indica que contiene taninos, alcaloides,
flavonoides, saponinas esteroidales, esteroles, terpenos y aceite esencial. Segiin Alba’ las
hojas de Schinus molle L. son utilizadas como antirreumatico, en la limpieza de los
dientes, digestivo, disminuye las inflamaciones, efectos gastricos y favorece la

cicatrizacion.

Se ha comprobado que Schinus molle L. presenta actividad antimicrobiana y presenta un
gran poder antioxidante y actividad antiinflamatoria, segin se indica, esto se deberia a la
presencia de diferentes terpenos y flavoniodes'?- !!. La ingesta de antioxidantes presente
en los alimentos es un importante factor protector de la salud, muy ligado a la presencia
del extracto de Schinus molle que ayuda en el tratamiento de diversas enfermedades como

las inflamaciones gastricas'”.

En la actualidad una gran cantidad de antioxidantes sintéticos se han incorporado en
diferentes productos de consumo humano, asi tenemos a butilhidroxitolueno,
butilhidroxianisol y terbutilhidroquinona son excipientes cuestionados por su probable
relacién con la toxicidad y carcinogenicidad en diferentes drganos sobre todo en el
estomago. Por lo tanto, resulta imprescindible el estudio de nuevas plantas que presenten
actividad antioxidante y actividad gastroprotectora y de esta manera se pueda prevenir

71314 como el céncer gastrico. Segin una

que se presenten diversas enfermedades
investigacion realizada por Guba'? se afirma que en animales de experimentacion, los

extractos etandlicos no han demostrado ser toxico y carcinogénicos.

1.4. Justificacion practica

Dentro de las diferentes propiedades evidenciadas en la especie Schinus molle, las mas
relevantes investigaciones son sobre actividades tanto antiinflamatorias como
antioxidantes'.

El desarrollo de medicamentos para tratar las enfermedades inflamatorias gastricas han
sido objeto de intenso estudio por parte de la comunidad cientifica, pero con resultados
no muy favorables, debido a la frecuente incidencia de reacciones adversas. Por esta razon
en este estudio se investiga si el extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. sera
efectivo contra enfermedades gastricas como la gastritis, y poder disponer de nuevos

fArmacos que sean menos toxicas para el ser humano'®.



Esta investigacion contribuye en legar mas informacion cientifica sobre las hojas de

Schinus molle L.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general
Determinar el efecto gastroprotector del extracto etanolico de hojas de Schinus molle L.

(molle) en lesiones gastricas inducidas en ratas
1.5.2. Objetivos especificos.

1. Identificar los constituyentes quimicos mediante el andlisis fisicoquimico
preliminar del extracto etanodlico de hojas de Schinus molle L.

2. Demostrar el efecto antioxidante in vivo del extracto etanolico de hojas de Schinus
molle L mediante el dosaje de malondialdehido en la sangre de ratas inducidas
con ulceras gastricas

3. Evaluar el efecto gastroprotector del extracto etanolico de hojas de Schinus molle
L. mediante el ensayo descrito por Montero R, Flores D, Villalobos E, en ratas
albinas.

4. Evaluar el grado de lesiones géstricas en los grupos experimentales mediante

histopatologia



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

En el estudio de Delgado R, et al, en el 2015, “Efecto del Capsicum annum L (pucunucho,
aji mono) en tulcera gastrica experimental inducida en ratas” realizado en la universidad
Mayor de San Marcos, Lima, Peru, se evaluo el efecto antiulceroso del extracto liofilizado
del fruto de Capsicum annum L., con el modelo de tulcera gastrica inducida por
indometacina y el modelo de ulcera géstrica inducida por ligadura del piloro en ratas
separadas en 5 grupos de tratamiento: G1: agua desionizada 1 ml/Kg; G2: Ranitidina 50
mg/kg, G3: Capsicum annum L 10 mg/kg, G4: Capsicum annum L 100 mg/kg, GS:
Capsicum annum L 1000 mg/kg. En los animales tratados con 10 mg/Kg y 100 mg/Kg se
obtuvo inhibiciones de 60,4% y 66,7% de las lesiones ulcerosas respectivamente;
mientras que, en el segundo modelo los animales tratados con 100 y 1000 mg/Kg la lesion
ulcerosa se inhibid en 75,59% y 81,63% respectivamente; siendo la inhibicion mayor que
con ranitidina (75,51%). Concluyendo que el extracto liofilizado del fruto de Capsicum
annum L presenta efecto gastroprotector en ulcera gastrica experimental inducida en

ratas'®.

En el estudio de Céspedes S, en el 2019, “Efecto Gastroprotector del extracto
hidroalcoholico de las hojas frescas de Spinacia oleraceae L. espinaca en ratas”, se evaluo
el efecto gastroprotector del extracto hidroalcoholico de las hojas frescas de Spinacia
oleraceae L. espinaca in vivo, con la técnica de Lee 1971, induciendo ulcera géstrica con
Administracion de 550 mg/kg de naproxeno. La evaluacion macroscopica de las tlceras
se determind mediante la escala de Marhuenda. Se evalu¢ el efecto gastroprotector en
ratas de la administracion de 200, 400, 600, 800 y 1000 mg/kg de peso corporal del
extracto hidroalcohdlico de Spinacia oleraceae L. En los resultados se encontrd que el
extracto es soluble en agua, metanol y etanol. En el andlisis cualitativo se identificaron la
presencia de compuestos fenodlicos, flavonoides, taninos, carbohidratos, grupo amino
libre, alcaloides, triterpenos y/o esteroides. El tratamiento que presento mayor actividad
antiulcerosa fue con 1000 y 800 mg/kg en el extracto hidroalcoholico de Spinacia
oleraceae L., con 52 % y 50 % respectivamente, comparando con el 52 y 38% de

ranitidina y omeprazol respectivamente. Los animales tratados con 200 y 400 mg/kg de



peso corporal del extracto hidroalcohdlico de Spinacia oleraceae L no presentaron
variaciéon en el efecto antiulceroso. Concluyendo que el efecto gastroprotector del
extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Spinacia oleraceae L. espinaca se

presenta con la administracion de las dosis de 1000, 800 y 600 mg/kg!”.

En el estudio de Valderrama M, en el 2018, “Efecto gastroprotector del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Piper aduncum L. (matico) en Rattus rattus var. albinus
con ulceras gastricas inducidas por indometacina” realizado en la universidad de
Chimbote, se determino la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Piper aduncum L. (matico) al 35% p/v, en Rattus rattus var. albinus. Se
utilizaron 20 ratas divididas en 4 grupos de 5 especimenes; G1: grupo control negativo,
G2: grupo control positivo, G3: grupo estandar, G4: grupo experimental, finalmente los
estobmagos fueron removidos y examinados determindandose la cantidad de tlceras
gastricas. En los animales tratados a 750 mg/Kg de Piper aduncum L. (matico) al 35%
p/v se obtuvo una inhibicién del 46.7% de lesiones ulcerosas, presentandose la mayor
eficacia antiulcerosa con ranitidina de 83.3%. Concluyendo que la actividad
gastroprotectora del extracto hidroalcohdlico del matico tiene menor actividad

comparable con la de Ranitidina'®.

En el estudio de Montealegre P, et al, en el 2012, “Actividad antiinflamatoria y
antioxidante de Bauhinia kalbreyeri Harms en un modelo de inflamacion intestinal agudo
en ratas”, estudiado en la universidad de Tolinna Colombia, al analizar la actividad
antiinflamatoria y antioxidante de extractos de hojas y corteza de Bauhinia kalbreyeri
Harms mediante un modelo de inflamacidn intestinal en ratas; para ello utilizaron ratas
Wistar, a las cuales se les indujo inflamacién intestinal aguda mediante el uso de
indometacina (15mg/kg). Los extractos se administraron por via oral (40 mg/kg) durante
7 dias. Se midieron los niveles enzimaticos de glutation peroxidasa (GPX/L de sangre),
se determind el indice de actividad de la enfermedad y se realiz6 una caracterizacion
macroscopica y microscopica de las lesiones; concluyendo que Bauhinia kalbreyeri

presenta buena actividad antioxidante en un modelo in vivo'.

En el estudio de Llanos N, en el 2018, “Efecto gastroprotector del extracto acuoso del
fruto de Musa paradisiaca (Platano) en Rattus rattus var. albinus con ulcera gastrica

inducida por indometacina”,utilizando 04 grupos de animales de experimentacion: en el



grupo blanco se administré comida y agua a demanda. Grupo positivo: con tlcera gastrica
inducida con 80 mg/kg de peso corporal de indometacina. Grupo estandar: con ulcera
gastrica inducida con 80 mg/kg de peso corporal de indometacina con una administracion
previa de 100mg/kg de peso corporal de ranitidina. Grupo experimental: con ulcera
gastrica inducida con 80 mg/kg de peso corporal de indometacina + 400 mg/kg de peso
corporal del extracto del fruto de Musa paradisiaca (platano). El grupo positivo, solo
tratado con indometacina, presento un valor medio de 28.6 + 0.7 de ulceras y 1.5 +£0.5mm
de tamafo, el grupo ranitidina tuvo un valor promedio de 13.0 + 2.4 ulceras y 0.6+0.08
mm de tamafio; mientras que para el grupo experimental fue de 8.3 = 1.9 ulceras y
0.41+0.07 mm de tamano. Concluyendo que extracto acuoso del fruto de Musa
paradisiaca (Platano) tiene efeto gastroprotector en tulcera gastrica inducida por

indometacina’.

En el estudio de Escudero L & Alvarez P, en el 2018, “Efecto Gastroprotector del
extracto acuoso del tocosh de Solanum tuberosum en Ulceras gastricas en ratas albinas”.
Se utilizaron ratas albinas con ulceracion gastrica inducida por etanol al 96° administrado
en ayunas de 24 horas lo cual corresponde al grupo control, también se administré etanol
al 96° en todos los grupos de experimentacion. Los resultados mostraron un 88.42% de
proteccion para una concentracion de 40 mg/kg, y un 94.2% de proteccion para un doble
de concentracion de 60 mg/kg de tocosh. A la comparacion del efecto gastroprotector del
Tocosh y el Sucralfato, se evidencid mejor efecto del extracto acuoso del Tocosh en una
concentracion de 60 mg/kg. Finalmente se concluye que existe un efecto gastroprotector

del extracto acuoso del Tocosh en tlceras gastricas en ratas albinas'’.

En el estudio de Soto, etal, en el 2012, “El Extracto Acuoso de Orégano (Lippia
graveolens HBK) del Norte de Meéxico Tiene Actividad Antioxidante sin
Mostrar un Efecto Toxico in vitro e in vivo” realizado en la universidad
Auténoma de Nuevo Leon, se evaluod la actividad antioxidante del extracto acuoso de
orégano (Lippia graveolens HBK) y su efecto toxico in vitro e in vivo; con el método de
DPPH en seis diluciones (5-160 mg/mL) del extracto de orégano y se utilizo Trolox como
referencia; para el efecto toxico in vitro se usé el ensayo de citotoxicidad con larvas de
Artemia salina. Para el efecto in vivo se emplearon 24 ratones arabes machos divididos
en 6 grupos de animales (n=4): 4 grupos experimentales con 10, 100, 1000 y 5000 mg/

kg del extracto de orégano administrados por via oral respectivamente, ademas de un



grupo control positivo (5 mg de colchicina/kg de peso via i.p) y un grupo control negativo
(solo agua destilada). Después del tratamiento los ratones se sacrificaron y se colectaron
muestras de higado y rifion que se sometieron a estudios histoldgicos e histoquimicos;
concluyendo que los resultados obtenidos validan el uso del orégano en la medicina

tradicional®’.

En el estudio de Sandoval H, et al, en el 2015, el “Efecto antioxidante y citoprotector del
tocosh de Solanum tuberosum (papa) en la mucosa gastrica de animales de
experimentacion”, realizado en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima-
Pert, se evalu¢ la capacidad antioxidante y el efecto citoprotector del tocosh de Solanum
tuberosum (papa) en la mucosa gastrica de animales de experimentacion; para ello
utilizaron Tocosh seco y molido administrado a ratas albinas en 6 grupos de ratas albinas
machos (200 £ 50 g) se les dividi6 en: (GI) 10 mL/kg de solucion NaCl 0,9%; (GII) 10
mL/kg etanol al 70% ; (GIIL, IV y V) 900, 1 800 y 2 700 mg/kg, Tocosh respectivamente,
y (GVI) 30 mg/kg de sucralfato. En todos los casos, una hora después se indujo injuria
con 10 mL/kg de etanol al 70° y por laparotomia abdominal se obtuvo el tejido gastrico.
Se midid el porcentaje de citoproteccion gastrica en imagen digitalizada y capacidad
antioxidante por lipoperoxidacion método espectrofotométrico de la reaccion de especies
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS); concluyendo que la planta tocosh de Solanum

tuberosum (papa) se evidencio efecto citoprotector y antioxidante?!.

En el estudio de Perez I, en el 2018, “Efecto gastroprotector del zumo del fruto de
Passiflora mollisima tumbo serrano frente al dafio géstrico inducido por etanol en ratas”.
Se evalud el efecto gastroprotector del zumo del fruto de Passiflora mollisima tumbo
serrano frente a dafio géstrico. Se emplearon 42 ratas Holtzman machos adultos de 2
meses de edad, con peso de 200 g + 30 g. Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en
seis grupos (n=7). Los cuales recibieron tratamientos via orogéstrica, grupo I: 10 mL/kg
de suero fisiologico de acuerdo al peso; grupo II: 1 mL/250g de etanol 96°; grupo III:
30mg/ kg sucralfato de acuerdo al peso; grupo IV, V y VI: 5,10 y 12 mL/kg de zumo de
Passiflora mollisima de acuerdo al peso. Luego de una hora a los grupos IV, V y VI, se
les administrd 1 mL/250g de peso de etanol 96°, para ocasionar dafio gastrico. Pasada una
hora se procedié a extraer los estdbmagos para realizar las pruebas morfoldgicas, de
manera macroscopica mediante la escala de Marhuenda y microscopica, analizados

histopatologicamente con tinciéon hematoxilina-eosina. El porcentaje de inhibicion en el



grupo IV, V y VI fueron de 32.5; 55.81 y 65.12% respectivamente. En el estudio
histopatologico se encontraron zonas ulceradas y se identificd signos de mecanismos de
defensa frente a la injuria por etanol como lo fueron, restos de moco, tejido infartado,
inflamacién de células y edemas. Se concluyd que el zumo del fruto de Passiflora
mollisima tumbo serrano tuvo efecto gastroprotector frente a dafio gastrico inducido por

etanol al 96% en ratas>?

En el estudio de Castro, et al, en el 2013, el “Antiinflamatory and antioxidant activity of
Merremia umbellata (L) Hallier F, realizado en la universidad de Cartagena- Colombia”,
se evaluo el efecto antiinflamatorio y antioxidante del extracto etanolico, obtenido de las
hojas de Merremia umbella; la actividad antiinflamatoria se evalu6 utilizando el método
murino in vivo de edema auricular producido por TPA, determinando la capacidad
antioxidante. Adicionalmente se determino la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico
(NO) en macrofogos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacarido (LPS). Mientras que
la actividad antioxidante se determino aplicando los métodos espectrofotométricos de
captacion de los radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), ABTS (sal
diamonica del acido2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-sulfénico), NO y H>O; (perdxido
de hidrogeno); se demostrd que existio actividad antiinflamatoria y antioxidante en el

extracto etanoélico total de Merremia umbellata®:.

Segin el estudio de Takayama, et al, en el afio 2016, “Chemical composition of
Rosmarinus officinalis essential oil and antioxidant action against gastric damage induced
by absolute ethanol in the rat” realizado en el Instituto de Biologia, Universidad Estatal
de Campinas, Brasil, se evalu¢ la actividad antioxidante del aceite esencial de Rosmarinus
de officinalis en el modelo de ulcera gastrica inducida por etanol en vivo; para ello
utilizaron las propiedades antioxidantes del aceite esencial obtenido de R. officinalis que
fueron evaluados en relacion con las lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto los
tejidos gastricos se prepararon para ensayos enzimaticos. Se midieron los niveles de
glutation, perdxidos de lipidos, y las actividades de glutation peroxidasa, superoxido
dismutasa y la mieloperoxidasa; concluyendo que los compuestos presentes en el aceite

esencial de R. Offinalis puede pueden ser responsables de la actividad antioxidante®*.



2.2. Aspectos Tedricos

2.2.1. Schinus Molle L.

2.2.1.1 Origen

Schinus Molle L. es originario de la region andina de Sudamérica, principalmente Peru,
aunque se extiende de Ecuador a Chile y Bolivia. Crece en los Andes a altitudes de hasta
3,650 m. Ampliamente distribuido en México, en Centroamérica y en el sur de California

y oeste de Texas, en Estados Unidos?>.

2.2.1.2. Clasificacién botanica
Segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1981), la especie vegetal tiene la siguiente

posicion taxondmica:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE

ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Schinus

ESPECIE: Schinus molle L.

Nombre vulgar: “Molle”
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Figura 1. Shinus molle L. Plants of Horticulture maricopa country Arizona, 1989,
Herbarium of Desert Botanical Garden

2.2.1.3. Caracteristicas morfolégicas

El grosor del arbol varia de acuerdo con el ambiente y condiciones que crece, sus ramas
son numerosas y quebradas y delgadas. La corteza es agrietada, hojas imparipinnadas,
alternas, angostas de bordes dentados; cortamente pecioladas, coridceas aovadas,
oblongas con nervadura principal marcada, compuestas de 15 - 30 foliolos, las hojas
frescas tienen un color verde, sabor amargo y picante. Presenta paniculas de pequenias

flores verdosas, actinomorfas?®.

Los frutos son pequefias drupas de tamafio menor al de una arveja de 0,5 cm de didmetro,

de color rojizo, olor aromatico y sabor dulce, razén por la cual se usa en la elaboracién



de la chicha de molle. Las flores pequefias aparecen en paniculas, las semillas que forman

el fruto son pequeiias, de superficie arrugada y aspecto caracteristico®’.

2.2.1.4. Uso Medicinal

Sus propiedades son: analgésico, antibacterial, antidepresivo, antimicrobial, antifungico,
antiviral, antiespasmodico, astringente, balsamico, citotoxico, diurético, expectorante,
hipotensivo, purgativo, estomaquico, tonico, uterino, estimulante”. Su planta se utiliza
para “padecimientos digestivos (coélicos, bilis, dolor de estdmago y estrefiimiento) y se
emplea como purgante y diurético. Las hojas (en cocimiento o machacadas) se usan para
lavados en casos de enfermedades venéreas (gonorrea), ojos irritados, conjuntivitis y
cataratas. La infusion de la corteza disminuye las inflamaciones y favorece la
cicatrizacion de las ulceras. Fue utilizada para embalsamar los cuerpos de los Incas. Las
ramas maceradas como papilla o hervidas para su aplicacion local o remojadas en alcohol,

se emplean para molestias del reumatismo y otros dolores musculares. 5.

2.2.2. Extracto vegetal

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por tratamiento
de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol, éter u otros
solventes quimicos, es una sustancia constituida por una mezcla de principios activos y

sustancias inertes que se producen de la totalidad de una planta fresca o seca®’.

2.2.2.1. Clasificacion de los extractos

Existen diferentes consistencias de los extractos que los podemos clasificar de acuerdo

con su aspecto como: Blandos, firmes, secos y fluidos®.

Extractos blandos

Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a la absorcion de la

humedad atmosfera, presentan una consistencia menos densa®’.
Extracto firme

Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la masa con la cual se
fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener las caracteristicas especiales de no

adherirse a los dedos®.



Extracto seco

Anteriormente se les conocia con la denominacion de sales esenciales, son los extractos
en los cuales el disolvente ha sido casi completamente eliminado. Contiene tan solo del 5
al 8 % de agua. Se reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion y dosificacion.
La forma farmacéutica de extractos secos aparece en varias farmacopeas, pero no indican

un método exacto para la preparacion de este tipo de extracto?’.

Extracto fluido

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde exactamente al peso

de la sustancia empleada como medicamento, desecada al aire y pulverizada®.
2.2.3. Actividad Antioxidante

El cancer y las enfermedades digestivas como ulceras son las principales causas de
muertes en la civilizacion. Numerosas investigaciones epidemioldgicas y estudios
experimentales han demostrado que el aumento en el consumo de frutas y plantas en
general ayuda en la prevencion de muchas enfermedades. El efecto beneficioso de los
alimentos vegetales ricos en compuestos polifendlicos, el acido ascorbico (vitamina C),
los carotenoides y la vitamina E, se les atribuye actividad antioxidante. Se ha sugerido
que estas sustancias aumentan la defensa antioxidante del organismo, contra el estrés

oxidativo, responsable de diferentes tipos de dafios celulares.
2.2.3.1. Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en ENDOGENOS, fabricados por la propia célula, y
EXOGENOS, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos con

formulaciones antioxidantes?'.



Tabla 1. “Clasificacion de antioxidantes’?

Exogenos Endogenos Cofactoress
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamia C Coenzina Q Zinc
Betacaroteno Acido tioctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superdxidodismutasa
(SOD)
Catalasa
Glutatién peroxidsa
Licopeno Selenio

Fuente: Coronado’?.
2.2.3.2. Estrés Oxidativo

Los radicales libres se producen constantemente en el cuerpo humano, pero el mismo ha
desarrollado diversos mecanismos de defensa contra los radicales libre. “La enzima
superoxido dismutasa remueve el radical superdxido (Oz-), convirtiéndolo en perdxido de
hidrogeno (H203) el cual es transformado por las enzimas catalasa y glutation peroxidasa
en agua (H20). Nuestro organismo también posee moléculas que remueven los radicales
libres por reaccion directa (no catalitica), tales como el glutation reducido, los tocoferoles
(vitamina E) y el 4cido ascorbico (vitamina C). Cuando la defensa antioxidante no es
totalmente eficiente, se incrementa la formacion de radicales libres en el organismo; a
esto se denomina estrés oxidativo ocasionando un dafio oxidativo a nivel celular. Muchas
sustancias toxicas son capaces de producir radicales libres y de disminuir nuestra defensa

antioxidante, aumentando el estrés oxidativo™*3.

2.2.3.3. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que en su estructura atomica presentan un electron
impar en el orbital externo. Esta configuracién espacial les hace muy inestable,
extraordinariamente reactivos y de vida efimera, con una enorme capacidad para

combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares (carbohidratos, lipidos,



proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) provocando un gran dafio

en ellas y en las membranas celulares®*.
2.2.4. Ulceras Gastricas

La ulcera gastrica es el resultado de un desequilibrio celular activando factores agresivos
y defensivos de la mucosa gastroduodenal. “Se presenta cuando se produce una alteracion
de los mecanismos defensivos de la barrera mucosa por factores agresivos exogenos tales
como alcohol, tabaco, café, comidas irregulares, falta de suefio y estrés, tratamiento con
AINE:s y la infeccion por H. pylori. La prevalencia de la ulcera gastrica es elevada, pues
afecta al 10% de la poblacion en algun periodo de la vida, con una prevalencia de ulcera
activa en un momento determinado del 1%. En nuestro pais, la causa mas frecuente de
hemorragia digestiva es la ulcera gastrica, en un estudio realizado en Huaraz se encontro

que alcanzaba el primer lugar con 29,6%°.

La tulcera péptica es una enfermedad heterogénea atribuible a una serie de factores,
anatomicos, psicoldgicos, ambientales, farmacologicos, bacterianos y los estilos de vida,
que de forma aislada o en combinacion, actiian produciendo un desequilibrio entre los
elementos agresivos y defensivos de la mucosa gastroduodenal que necesariamente lleva

a la aparicion de lesiones en el estdbmago y/o en el duodeno®’.

El estomago tiene forma de la letra J, se encuentra situado por debajo del diafragma. Su
posicion exacta y tamafio varian continuamente. Desde un punto de vista topografico,
presenta cinco regiones que son: el cardias (union gastroesofagica), el fondo, el cuerpo,

el antro y finalmente en piloro®.

La pared del estomago estd formada por cuatro capas: mucosa, submucosa, muscular y
serosa. La mucosa se encuentra divida en tres capas: Epitelio, lamina propia de la mucosa
y lamina muscular de la mucosa. La fisiologia gastrica es compleja y dindmica, pues
mantiene una interaccion constante entre estructuras anatomicas, sus secreciones, el
medio y los factores exdgenos aportados por el individuo. Las funciones basicas son el
almacén de los alimentos, la exposicion de los alimentos al medio acido, proveer una
barrera que no permite el paso de los microorganismos al intestino y brindar proteccion a

la mucosa de agresiones enddgenas y exdgenas>’.



El estomago estd controlado por el sistema nervioso entérico, es una subdivision del
Sistema Nervioso Autonomo, se encarga de controlar directamente el aparato digestivo y
advierte sobre el hambre y la saciedad; evita que entren sustancias invasoras y dafiinas al
cuerpo. Se encuentra en las envolturas de tejido que revisten el esofago, el estdmago,
el intestino delgado y el colon. Estimulando principalmente las células del musculo liso,
las células secretoras, la microvasculatura y es responsable la motilidad gastrointestinal.
La motilidad gastrointestinal (GI) se debe a la interaccion especializada de varios
elementos, integrados como sistema nervioso entérico (SNE). Este es la parte mas
compleja del sistema nervioso periférico que se origina en las células de la cresta neural
y da lugar a dos plexos nerviosos: submucoso de Meissner y mientérico de Auerbach.
Dentro de éstos, se encuentra una red organizada de neuronas (neuronas aferentes
intrinsecas primarias, neuronas motoras, interneuronas, neuronas intestinofugas) que, con
las células intersticiales de Cajal, generan los patrones motores que rigen la motilidad
gastrointestinal. A pesar de tener la capacidad de generar respuestas coordinadas por si
solo, el sistema nervioso entérico tiene relacion estrecha con el sistema nervioso central
(SNC). Ademas, se relaciona con el sistema inmunoldgico a través de mecanismos de
respuesta y neurotransmisores involucrados en ambos. Se revisan el origen, la formacion,
la estructura y las funciones del sistema nervioso entérico, sus componentes y los efectos

que tiene en la motilidad intestinal.*®.

La secrecion del acido clorhidrico a nivel gastrico se encuentra controlado conjuntamente
por la acetilcolina, la histamina y la gastrina y es secretada por las células parietales, y
cuando existe una infeccion por la bacteria Helicobacter pylori aumenta la secrecion del
acido clorhidrico incrementando un 65,3% de Ulceras pépticas, de las cuales: 74,3% se

produce una tlcera duodenal y 25,7% una ulcera gastrica®®.

Los tratamientos con antiinflamatorios no esteroideos (AINES) producen un efecto
dafiino sobre la mucosa gastroduodenal como una lesion local, erosiva, facilmente
reversible, mediante la inhibicion de la COX, lo que produce una disminucion de la
sintesis de prostaglandinas. Algunas prostaglandinas son liberadas por factores térmicos,
quemaduras, procesos bacterianos, ya que, al aumentar la permeabilidad vascular causan
inflamacion. Las prostaglandinas E2 e I2 estimulan la actividad algdgena de la

bradicinina.


https://es.wikipedia.org/wiki/Es%C3%B3fago
https://es.wikipedia.org/wiki/Est%C3%B3mago
https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino_delgado

Ademés, los AINEs reducen la produccion de factores gastroprotectores como el mucus
gastrico y el bicarbonato y estimulan el dafio microvascular dependiente de neutroéfilos y
ERO, las cuales causan dafo de la mucosa gastrica a través de la oxidacion de lipidos,
proteinas y DNA, unido a un aumento de la apoptosis de las células epiteliales gastricas.

Este factor alcanza el 15 al 20% en la poblacion*.

2.2.4.1. Fisiopatologia del daifio en la mucosa gastrica aguda: Inducciéon aguda por
etanol.

La gastritis es multifactorial, puede producirse por factores exogenos: Helicobacter
pylori, AINES, irritantes gastricos, farmacos, alcohol, tabaco, causticos y radiacion; y
endogenos: jugo gastrico, pepsina, bilis, jugo pancredtico. La mucosa géstrica se expone
a los agentes lesivos ya mencionados, desarrolla modificaciones morfologicas
estructurales y funcionales ante la injuria. El desarrollo y extension de la injuria en la
mucosa depende de la naturaleza y concentracion del agente gastrolesivo. La injuria
aguda a la mucosa géstrica es una ruptura de la capa estable y de la superficie hidrofobica,
lesion y exfoliacion de la superficie epitelial con pérdida de su barrera y funcién eléctrica,
injuria de capas mas profundas de la mucosa géstrica incluyendo: células endoteliales
microvasculares, zona de células progenitoras y células parietales y principales. El dafio
del endotelio microvascular conduce a la estasis microvascular, interrupcion del

suministro de oxigeno, del transporte de nutrientes y de ahi a una necrosis por isquemia®!.

Los factores dafiinos se producen por la ingesta de alcohol, la secrecion del acido
clorhidrico y pepsina, estrés, dietas no equilibradas, las especias reactivas de oxigeno, el
uso de antiinflamatorios no esteroideos y por infeccion de Helicobacter pylori. El dafio
en la mucosa gastrica genera estrés oxidativo intracelular, aumento de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial, el etanol incrementa la produccion de radicales libres
especialmente anion superoxido e hidroxilo responsables del dafio a la membrana celular

causando lipoperoxidacion®!.

La patogénesis del dafio gastrico inducido por etanol implica un aumento del estrés
oxidativo en particular de radicales *OH y de anion superoxido y afecta la disponibilidad
de oxido nitrico. El tratamiento agudo con etanol produce lesiones y erosiones de la

mucosa gastrica, aumentando el extrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y



especificamente las cifras del malondialdehido, el dafio del DNA y reduce el contenido

de GSH de la mucosa gastrica de rata®.

Los efectos deletéreos del etanol sobre la mucosa géstrica pueden ser contrarrestados por
antioxidantes intracelulares como el glutation y el a-tocoferol, si los sistemas
antioxidantes resultan insuficientes, los factores de riesgo se acumulan y causan dafio
oxidativo considerable, lo que conduce a la muerte celular. El dafio gastrico por el etanol
también se debe a su accién vasoconstrictora sobre las venas y arterias de la mucosa
gastrica, lo que produce congestion, inflamacion y dafo tisular, estas acciones son
evitadas por las prostaglandinas E2 (PGE2), la cual aumenta la secrecion de mucus e
inhibe la motilidad géstrica. Las lesiones de la mucosa géstrica causadas por estrés, AINE,
etanol y Helicobacter pylori también pueden deberse al aumento de apoptosis por diversos

factores**!

2.2.5. Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases es una técnica analitica usada en laboratorios universitarios,
de investigacion e industriales y fabricantes de diferentes productos a base de
compuestos, debido a su alta resolucion y sensibilidad. “Ademas de las aplicaciones
tipicamente analiticas, la cromatografia de gases puede utilizarse a escala preparativa para
la obtencion de compuestos de elevada pureza, asi como también es posible la obtencion
de datos fisicoquimicos relativos a propiedades superficiales y termodinamica de

procesos de adsorcion, separacion, y desarrollo de catalizadores™*.

En la cromatografia de gases los componentes de una muestra vaporizada se separan
como consecuencia del reparto entre una fase gaseosa y una fase estacionaria contenida
en una columna. Al efectuar una separacion cromatografica de gases, la muestra se
vaporiza y se inyecta en la cabeza de la columna. La elucidon se lleva a cabo mediante el
flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de la mayoria de las otras técnicas
cromatograficas la fase movil no interactia con las moléculas de los compuestos a

separar, su Uinica funcion es transportar los compuestos a través de la columna®.

Un cromatografo de gases consiste en varios mddulos basicos ensamblados para: 1)

proporcionar un gasto o flujo constante del gas transportador (fase movil), 2) permitir la



introduccién de vapores de la muestra en la corriente de gas que fluye, 3) contener la
longitud apropiada de fase estacionaria, 4) para mantener la columna a la temperatura
apropiada (o la secuencia del programa de temperatura), 5) detectar los componentes de
la muestra conforme eluyen de la columna, y 6) proveer una sefial legible proporcional

en magnitud a la cantidad de cada componente**.

El cromatégrafo de gases esta constituido por**:

e “Fase movil (gas portador)
e Puerto de inyeccion

e Horno

e Columna

e Fase estacionaria

e Detector

e Sistema de registro de datos™**

Los gases portadores deben ser inertes y los mas frecuentes son: el helio, el nitrégeno y
el hidrégeno. La eleccion de los gases esta con frecuencia determinada por el tipo de
detector que se utiliza. Con el suministro de gas se encuentran asociados los reguladores
de presion, mandémetros y medidores de caudal. Ademas, el sistema de gas portador

contiene a menudo un tamiz molecular para eliminar el agua u otras impurezas™**.

El gas portador se almacena en un cilindro apropiado conectado al equipo mediante un
regulador de presion, la muestra se introduce en el sistema mediante jeringas, utilizando
los inyectores. El inyector est4 a una temperatura superior a la del punto de ebullicion del
disolvente de la muestra y normalmente, también superior al de los analitos; y es ahi
donde se produce la necesaria volatilizacion. La muestra se diluye en el gas portador y
solo una fraccion entra en la columna capilar en donde se realiza la separacion; luego de
pasar la columna, los analitos llegan a los detectores, donde se produce una senial eléctrica

que es amplificada y enviada a un sistema de almacenado de datos para ser analizada**.

El reconocimiento de los compuestos individuales se realizdo mediante la comparacion de
los patrones de fraccionamiento de masas disponibles en el Libro de Adams 2009 y la

libreria de compuestos NIST 2000. La composicion relativa de los compuestos se estim6



mediante el analisis de relacion de area. En el analisis cualitativo, la identificacion de los
componentes volatiles se la realiz6 comparando los indices de Kovats (IK) determinados
experimentalmente en las dos columnas (apolar y polar) para los compuestos analizados
frente a los IK reportados en la literatura. Los indices de retencion experimentales se
determinaron en relacion a la serie homologa de alcanos (C10 a C25). A su vez cada
compuesto detectado posee su respectivo espectro de masas el cual fue comparado con

los espectros que proporciona la base de datos del equipo biblioteca Wiley**.



CAPITULO III: METODOLOGIA
3.1. Tipoy diseio de investigacion

De acuerdo a Argimon, la investigacién se clasifica como: analitico, experimental,

longitudinal prospectivo®.

3.2. Unidad de analisis

Ratas Holtzman machos y hembras a quienes se evaluara el efecto gastroprotector

3.3. Poblacion de estudio
Ratas Holtzman (200 =+ 15 g de peso corporal), del bioterio del Instituto Nacional de
Salud.

3.4. Tamafio de muestra

36 Ratas de 08 semanas de edad con un peso de 200 g + 10 g de peso corporal de ambos
sexos raza Holtzman, procedentes del Instituto Nacional de Salud, esta se determina por
conveniencia y basandose en el modelo experimental de Determinacion de Lesiones
Gastricas inducidas por indometacina en dosis Unica del libro de modelos experimentales

de investigacion Farmacolégica®.

3.5.  Seleccion de muestra

Se recolect6 la planta entera y se elimino la raiz de Schinus molle (molle), en el distrito
de Socos, departamento de Ayacucho a 3394 msnm, en temporada de invierno, en los
meses de enero y febrero del 2016, la identificacion se realizé en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, CONSTANCIA N° -201-
USM-2017 (Anexo N° 1).

3.6. Desecacion del material botanico.

La muestra se llevo a estufa con aire recirculante a una temperatura menor de 40 °C
durante 10 dias para un secado adecuado. Luego se realiz6 la trituracion en un molino
eléctrico. El producto seco y molido fue almacenado en frascos de vidrio para su posterior

preparacion®.



3.7.  Obtencién del extracto etandlico

Se macero 1kg de polvo de las hojas de Schinus molle L. en 5000 ml de etanol a 96%
durante 14 dias, en condiciones de luz y calor. Luego se filtr6 las soluciones etandlicas,
se juntd y se concentr6 en un Rotavapor, obteniéndose una solucidon parduzca.
Posteriormente se llevo a sequedad a una temperatura de 37° C en estufa, para obtener de
esta forma el extracto etanolico que consistido en una masa homogénea de consistencia
blanda. El extracto etandlico fue conservado a una temperatura de 1-3°C en frasco ambar
herméticamente cerrado y refrigerado evitando su exposicion a la luz solar para prevenir

su degradacion®.
3.8. Evaluacion cualitativa preliminar

Se realizo la determinacion cualitativa del extracto seco de Schinus molle L. en el
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica UNMSM. Se

utilizé reactivos especificos para la identificacion de los diversos metabolitos*.

a. 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 indicara presencia de taninos*.

b. Reaccion de Ninhidrina: Gotas de muestra problema + reactivo de
Ninhidrina (Ninhidrina al 1% en etanol). La aparicion de un color violdceo nos
indicard la presencia de aminoacidos libres y grupos amino (calentar en algunos
casos)*®.

c. Reaccion de FeCl3: Gotas de muestra problema + reactivo de Fe CI3. Si la
solucién se torna verde-azulada sera positivo para compuesto fenodlicos®.

d. Reaccion de Dragendorff: Gotas de muestra problema + gotas de reactivo
Dragendorff (tetrayodobismutatopotdsico) medio ligeramente 4acido. La
formacion de precipitado naranja o rojo naranja nos indica la presencia de
alcaloides™®.

e. “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™.



f. 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®.

g. Reaccion de Molisch: Gotas de muestra problema + gotas de S. R. de Molisch
(alfa naftol B% en alcohol), agitar + H2SO4 concentrado por las paredes del
tubo. La reaccidn serd positiva cuando se forme en la interfase un anillo de color

violeta*®,

3.9. Lesiones gastricas inducidas por indometacina

Modelo de Induccién Quimica de Ulcera géstrica con Indometacina.

En las ratas, las drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINEs) tales como la
indometacina inducen ulceraciones gastrointestinales. Una tnica alta dosis oral de
indometacina, administrada a ratas privadas de alimento durante las 18 a 24 horas previas,
produce lesiones erosivas en la mucosa géstrica en 4 a 6 horas. En ratas que reciben
alimento y agua ad libitum, la administracion de AINEs por varios dias induce ulceras
profundas, erosivas perforando el intestino delgado. En humanos, la accion de AINEs
puede conducir a la hospitalizacion y en algunos casos la muerte. El presente protocolo
describe un procedimiento para determinar y medir lesiones géstricas inducidas por

indometacina®’.
Procedimiento

Las ratas son aclimatadas por una semana en jaulas metalicas. Los animales fueron
alojados bajo condiciones de temperatura y luminosidad estandar para disminuir el efecto

del stress. Los alimentos y agua fueron disponibles ad libitum®*,

Al inicio del experimento, se registro el peso de cada rata y se realiz6 la identificacion de
las mismas. Se dividio aleatoriamente el nimero de ratas en grupos y se administrd via

oral durante 4 dias los siguientes tratamientos™*:

Se adapto ciertas concentraciones al modelo de Delgado®, en este caso seria G1: Suero

Fisiologico 4 ml/Kg, G2: Indometacina 75 mg/kg, G3: Ranitidina 50 mg/ kg, G4: extracto



etandlico (Schinus molle L.) 100 mg/kg, G5: extracto etandlico (Schinus molle L.) 200
mg/kg y G6: extracto etandlico (Schinus molle L.) 250 mg/ kg. “Al quinto dia se les
administré una unica dosis de 75 mg/kg de indometacina via oral; luego de 8 horas se
sacrificaron a las ratas y se removieron los estomagos disecandose a lo largo de la

curvatura mayor, para luego examinarlos mediante la escala de Lacroix & Guillaume™*.

Tabla 2. Modelo de lesiones gastricas inducidas por indometacina

Tratamiento Nimero
de ratas
1 Solucion Suero Fisiologico 4 mL /kg 6 Via oral
2 Indometacina 75 mg/kg 6 Via oral
3 Indometacina + Ranitidina Dosis Estandar 6 Via oral
4 Indometacina + extracto | 100 mg/kg 6 Via oral
etandlico (Schinus molle L.)
5 Indometacina 4 extracto | 200 mg/kg 6 Via oral
etandlico (Schinus molle L.)
6 Indometacina + extracto | 250 mg/kg 6 Via oral

etanolico (Schinus molle L.)

Fuente: Modificaciones al modelo de Delgado*®

Examen de ulceraciones gastricas en los animales.

Se removio el estdmago y se coloco el tejido en papel filtro humedecido en 0,9% NaCl
disecandose el estomago a lo largo de la curvatura mayor. Usando una jeringa con
solucion salina, se lavo y extrajo el material residual del estdmago. Finalmente se
examino el tejido y se realizo la valoracion de las lceras gastricas presentes en cada uno

de los estdbmagos usando las siguientes escalas*:

Tabla 3. “Escala de Lacroix & Guillaume indicada en el Current Protocols in
Pharmacology (CPP)"*

PUNTAJE CARACTERISTICAS
0 “Sin ulceraciones, o dafio en la mucosa
1 Hasta 15 pequefias ulceraciones en la

mucosa (<1 mm de didmetro), observable
solo como ligeras depresiones en luz
reflejada.

2 Pequenas ulceraciones en la mucosa y
ulceraciones medias (1-4 mm de
diametro); no ulceraciones > de diametro.




3 Ulceraciones pequeias y medias vy
ulceraciones >4 mm de diametro, no
adhesiones intestinales

Ulceraciones  grandes y  medias
4 predominante (>5 total); ulceraciones
grandes que exhiben signos de
perforacion y adhesiones las cuales hacen
dificil remover el intestino intacto™.

5 Necrosis d muerte o animales revelan
evidencia de peritonitis masiva resultando
de perforaciones intestinales

Fuente: Lacroix®

El nimero de lesiones gastricas permitio determinar la eficacia del efecto gastroprotector
(definida como el porcentaje de reduccion de las lesiones) “fue calculada seglin la
formula: ((lesiones en grupo control negativo — lesiones en el grupo tratado) / lesiones en
el grupo control negativo) x 100. La inflamacion fue evaluada segun la magnitud del
enrojecimiento presente siendo medida empleando la escala de puntaje observacional:
ausente= 0; leve = 1; moderado = 2; severo = 3. La formula para determinar la eficacia
del efecto gastroprotector (definida como el porcentaje de reduccion de las lesiones) fue
calculada como: ((lesiones en grupo control — lesiones en el grupo tratado) / lesiones en

el grupo control) x 1004,

3.10. Determinacion de la composicion quimica

3.10.1. Determinacion de la composicion quimica del extracto etanolito de Schinus
molle L.

La identificacion de los componentes quimicos del extracto etandlico de Schinus molle

L. se realizd mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa CG-EM

en una columna no polar DB-5ms con el fin de llevar a cabo el andlisis cualitativo®.

Luego se disuelve 0,25 mg del extracto de Shinus molle L. se disolvido en 2ml de
diclorometano grado HPLC, del mismo se tom6 1mL en un vial para realizar la corrida
cromatografica. Ademas, se realizé la inyeccion de hidrocarburos (C10Odecano a C25-
pentacosano) comercialmente conocidos como TPH-6RPM de CHEM SERVICE, los
Hidrocarburos fueron inyectados en la columna DB-5ms. El tiempo de retencion de los
hidrocarburos nos sirven como base en la determinacion de los indices de Kovats los
mismos que son indispensables para la identificacion de los compuestos quimicos, los

hidrocarburos fueron inyectados bajo los mismos parametros que el extracto**.



3.10.2. Identificacion de los compuestos quimicos

Se integro los compuestos para una identificacion precisa y confiable, “lo cual nos
permite tener una determinada cantidad de compuestos en cada una de las muestras a
analizar, esto se realizo a través del sistema de integracion propio del software del equipo
para luego trabajar con los picos integrados. Obtenido los cromatogramas se procedi6 a
calcular los indices de Kovats (IK) de los picos integrados, para ello se compar6 el tiempo
retencion de los hidrocarburos con el tiempo de retencion de los componentes del extracto

etanolico aplicando la siguiente formula™**:

IK = 100N + 1 00 * *N=tRn_

tRN—TtRn
“Doénde:
IK: Indice de retencion de Kovats;
n: Numero de atomos de carbono en el n-alcano;
trx: Tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos;
trn: Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado;

trn: Tiempo de retencion del n-alcano que eluye después del compuesto analizado™*.

La identificacion de los compuestos se realizd en base a los indices de Kovats (IK)
determinados en las corridas cromatograficas en la columna polar, valores que se
compararon con los reportados por Adams, bases de datos electronicas como Nist
(National Institute of Standards and Technology) y en articulos de revistas como Flavour
and Fragrance; de modo que la diferencia entre el IK calculado y el leido debe ser menor
a 50 unidades. Ademas, se tomd en cuenta parametros como el nimero de CAS que
presenta cada compuesto de tal modo que facilite la busqueda y la identificacion de los

IK de los constituyentes quimicos del extracto etandlico Shinus molle L%,

3.10.3 Corrida cromatografica en la columna DB-5ms acoplada a espectrometria de
masas.

“Las condiciones utilizadas en la cromatografia son las que se detallan en la figura 2",

e  “Programacion de temperatura:

e  Temperatura inicial: 50°C

HORNO cmpererire e
e  Tiempo inicial: 3 minutos

e  Temperatura final: 230°C™*

INYECTOR



e  “Modo: Split

e Radio de Particion: 50:1

e Tiempo inicial: 250°C

e Tipo de gas: Helio

e Volumen de inyeccion: 1 L™

Figura 2. “Parametros operacionales del CG-EM en la columna DB-5ms
Fuente: Chamba™**,

3.11. Actividad antioxidante

3.1.1.1 Experimentacion antioxidante in vitro

3.1.1.2. Ensayo de captacion de radicales DPPH.

Este protocolo de ensayo se llevé a cabo segin lo descrito por Moore*

, con ligeras
modificaciones, en microplacas de 96 pocillos, con un volumen total de 200 ul. La
muestra de prueba se disolvid en etanol y se diluyd en serie en diferentes concentraciones
(1,56-200 pg/ml). En cada pocillo se mezcld 100 pl de cada dilucion de la muestra con
100 pl de soluciéon de DPPH en metanol (0,2 mM) recién preparada; también se realizo
el control con 100 pl de metanol més 100 pul de DPPH 0.2 mM, y el blanco de la muestra
con 100 pl de las mismas diluciones mas 100 pl de metanol (sin DPPH). Cada muestra,
asi como cada control, fue analizada por triplicado. Después de la incubacion en oscuridad
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se agitd levemente la microplaca durante 5
segundos y se midio la absorbancia a 517 nm con Microplate Reader (Ivdiagnostic.,

Shenzhen, China). La capacidad para secuestrar el radical DPPH" se calcul6 utilizando la

siguiente ecuacion:

Scavenging activity (%) = [(Ao - A1) / Ao] x 100

Donde A es la absorbancia de la reaccion de control y A es la absorbancia en
presencia de la muestra, corregida por la absorbancia de la propia muestra (blanco). El
porcentaje de inhibicidn fue graficado contra la concentracion y la Concentracion

Efectiva 50 (CEso) fue calculado graficamente®.

3.12. Experimentacion antioxidante en suero sanguineo en ratas



La actividad antioxidante fue determinada en suero al ultimo dia del experimento
siguiendo la técnica de Buege®!, basandose en la prueba de lipoperoxidacion, que implica
la conversion oxidativa de acidos grasos insaturados, como hidroperoxidos lipidicos o
lipoperoxidos, los que fueron medidos mediante la produccion de malondialdehido que
al reaccionar con el acido tiobarbitirico formaron un complejo coloreado que fue leido a

535 nm, siendo expresados en niimero de moles de malonaldialdehido X 10-6°".
Reactivo

Reactivo TCA-TBA-HCI en existencia: acido tricloroacético al 15% p / v; 0,375% p/v de
acido tiobarbiturico; 0,25 N de 4cido clorhidrico. Esta la solucion puede calentarse

levemente para ayudar en la disolucion del 4cido tiobarbitirico.

Procedimiento. Combine 1.0 ml de muestra bioldgica (0.1-2.0 mg de proteina de
membrana o 0,1-0,2 / pmol de fosfato de lipidos) con 2,0 ml de TCA-TBA-HCI y mezcle
bien. La solucion se calienta durante 15 minutos en un bafio de agua hirviendo Después
de enfriar, el precipitado floculento es eliminado por centrifugacion a 1000 g durante 10
min. La absorbancia de muestra se determina a 535 nm frente a un blanco que contiene
todo el reactivo menos el lipido. La concentracion de malondialdehido de la muestra se

puede calcular utilizando un coeficiente de extinciéon de 1,56 x 10° M ecm’!.
3.13. Anadlisis e interpretacion de la informacién

Los resultados seran evaluados mediante el programa estadistico SPSS version 20.0. Los
datos se expresaron como media +/- desviacion estandar, con un intervalo de confianza
del 95%. Para la comparacion de las diferentes variables se utilizo la prueba ANOVA y
el Test Tukey, Scheffey para las comparaciones entre grupos se considero significativo

un p <0,05°2.
3.14. Consideraciones éticas

Se tomard en cuenta la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio. (Guide for
the care and use of laboratory animals), la cual pasard por un Comité de ética. La guia
ayuda a instituciones a cuidar y usar animales de maneras cientificamente, técnicamente
y humanamente apropiado. La Guia también estd destinada a ayudar a los investigadores
a cumplir su obligacion de planificar y realizar experimentos con animales de acuerdo

con los mas altos principios cientificos, humanos y éticos. Como por ejemplo el uso de



procedimientos menos invasivos. Las instalaciones para el alojamiento de los animales
deben tener un espacio adecuado, cerrado, adecuada ventilacion e iluminacion, limpieza
y cambio de viruta, entre otros. El alimento y el agua se proporcionara ad libitum. Se
evitara la duplicacion innecesaria de experimentos. Criterio y procedimiento para la
programacién de intervencion, remocion de animales del estudio, o eutanasia si se

anticipa dolor o estrés y al finalizar etapa experimental®Z.

En este caso se empleard un adecuado método de eutanasia con pentobarbital sédico a

dosis de 100mg/kg seguin Normas internacionales del cuidado de animales de

experimentacion>->*,



CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

4.1.1 Marcha fitoquimica

La determinacién semicuantitativa de los metabolitos secundarios del extracto

etanodlico se muestran en el Cuadro N°1

Tabla 4. Marcha fitoquimica del extracto etandlico de hojas de Schinus molle L. (molle)

Reactivo Metabolitos primarios y Resultados
secundarios
Gelatina 1% Taninos hidrolizables ++
Ninhidrina 1% Aminodacidos +
FeCl3 1% Compuestos fenélicos et
Dragendorff Alcaloides +
Mayer Alcaloides +
NaOH Quinonas +
Shinoda Flavonoides ++
Molisch Glucosidos ++

Se observa en los resultados de marcha fitoquimica, una mayor presencia de

compuestos fenolicos, glucésidos, flavonoides y taninos hidrolizables.

4.1.2 Corrida cromatografica que se realiza mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas CG-EM

En el extracto etandlico de hojas de Schinus molle L. (molle) fue analizado por CG-EM

se identificaron 39 compuestos como se puede observar en la siguiente tabla.



Tabla 5. Composicion Quimica de extracto etanolico de las hojas de Schinus molle L.

Compuesto Identificado R.T Pct Total CAS 1K(cal) IK (Leido) | Dif | Referencia
Tricyclene 5,0057 0,4588 |000508-32-7 900 924 24 | Adams, 2007
a-Pinene 5,3055 2,8319 | 000080-56-8 908 932 24 | Adams, 2007
Camphene 5,742 3,4257 |000079-92-5 918 946 28 | Adams, 2007
Sabinene 6,467 0,5406 [003387-41-5 936 969 33 | Adams, 2007
B-Pinene 6,577 1,2534 |000127-91-3 939 974 35 |Adams, 2007
Myrcene 7,1046 5,2456 |000123-35-3 952 988 36 |Adams, 2007
p-Cymene 8,2965 27,226 | 000527-84-4 982 1020 38 |Adams, 2007
Limonene 8,4483 11,3484 |000138-86-3 986 1024 38 |Adams, 2007
1, 8-Cineole 8,5128 1,5079 |000470-82-6 987 1016 29 [Adams, 2007
Methyl octanoate 12,502 2,6998 |000111-11-5 1079 1129 50 [Adams, 2007
Terpinen-4-ol 14,673 3,1909 |000562-74-3 1127 1179 52 | Adams, 2007
Criptone 14,9008 2,5046 | 000500-05-7 1132 1185 53 |Adams, 2007
p-Cymen-8-ol 15,0678 0,5932 [001197-01-9 1136 1187 51 |Adams, 2007
Thiophene 17,7892 2,509 127597-51-7 1195 1238 43 | Adams, 2007
Phellandral 18,814 0,8715 [021391-98-0 1218 1273 55 | Adams, 2007
Carvacrol 20,1994 1,7529 |000499-75-2 1248 1298 50 |Adams, 2007
Methyl Eugenol 20,9053 4,8224 |001670-46-8 1264 1403 139 |Adams, 2007
a-Humulene 21,5127 0,8843 | 000000-00-0 1278 1452 174 | Adams, 2007
Y-Muurolene 21,9795 0,5153  [001946-00-5 1288 1478 190 |Adams, 2007
Pyrimidin-2-amine, 1-oxide| 24,0861 1,7411 |013388-94-8 1336 1484 148 | Adams, 2007
Bicyclogermacrene 25,0843 2,3573  [000000-00-0 1359 1494 135 |Adams, 2007
a-Amorphene 25,3841 0,8398 |055955-53-8 1366 1483 117 |Adams, 2007
a-Muurolene 27,9993 2,7826 | 010208-80-7 1428 1500 72 | Adams, 2007
Y-Cadinene 28,4965 1,0765 |039029-41-9 1440 1513 73 [Adams, 2007
elemol 29,9882 1,1759 | 000639-99-6 1476 1549 73 | Adams, 2007
Spathulenol 30,8801 3,1141 [077171-55-2 1498 1619 121 | Adams, 2007
Caryophyllene oxide 30,9788 1,7718 |001139-30-6 1501 1581 80 |Adams, 2007
Bicyclosesquiphellandrene | 33,4042 0,6346 [054324-03-7 1536 1481 82 | Adams, 2007
a-Cadinol 33,4839 2,4343 | 000481-34-5 1565 1663 98 |Adams, 2007
B-Eudesmol 33,7344 1,3679 |000473-15-4 1571 1649 78 | Adams, 2007

En el cuadro 5 se identificaron 30 compuestos de los cuales 15 compuestos son mayores

al 1% del porcentaje total, identificando como principales compuestos mayoritarios a p-

Cymene con un porcentaje de 27.23, Limonene 11.35%,

Eugenol 4.82%, Camphene 3.43%.

Myrcene 5.25%, Methyl




Tabla 6. Compuestos mayoritarios de Schinus molle L.

Compuesto
Identificados Qual Pct Total
o-Pinene 97 2,83
Camphene 97 3,43
B-Pinene 97 1,25
Myrcene 96 5,25
p-Cymene 97 27,23
Limonene 99 11,35
1, 8-Cineole 98 1,51
Terpinen-4-ol 98 3,19
Cryptone 96 2,50
Thiophene 38 2,51
Carvacrol 95 1,75
Methyl Eugenol 59 4,82
Bicyclogermacrene 74 2,36
o-Muurolene 96 2,78
Y'-Cadinene 98 1,08

4.1.3. Actividad antioxidante
4.1.3.1 Experimentacion antioxidante in vitro

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de actividad antioxidante in vitro por el ensayo de
DPPH

Concentracion % Inhibicion Promedio
(ng/ml)
200 98,92 98,92
200 99,8
200 98,05
100 94,49 94,49
100 93,45
100 95,54
50 86,46 86,46
50 87,49
50 85,44
25 78,92 77,62
25 76,45

25 77,5
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Figura 3 y 4 Grafica de porcentaje de inhibicion de actividad antioxidante in vitro.

4.1.3.2. Experimentacion antioxidante en suero sanguineo de ratas extraido por

puncion cardiaca

Tabla 8. Resultados de los tratamientos sobre los niveles de malondialdehido (MDA) en

suero de ratas

Tratamiento nmol/mL
Suero Fisiolégico 2,833+0,1
I+ Extracto molle 100 mg/kg 3,590 £0,2
I + Extracto molle 200 mg/kg 2,633+0,2
I+ Extracto molle 250 mg/kg 2,743 £0,3
Ranitidina 50mg/kg 2,747+ 0,1
Indometacina 75mg/kg 4,460+ 0,2

*p < 0,05
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Figura 5. Gréfica de los tratamientos sobre los niveles de malondialdehido (MDA) en

suero de ratas

4.1.4 Ulceras gastricas inducidas por Indometacina

Tabla 9. Analisis Descriptivo del nimero de tlceras Gastricas inducidas por

Indometacina, tratadas con extracto etanolico de Schinus molle L.

Pruebas

Indometacina

Ranitidina 50
m/kg
Mobolle

100mg/kg
Molle

200mg/kg
Molle

250mg/kg
Control

*p < 0,05

N

Media Desviacion Error

3,83
1,00

3,33
1,83

2,67

Tipica
0,41
0,00
0,52
0,41
0,52

0,00

Tipico
0,17
0,00
0,21
0,17
0,21

0,00

Intervalo de
confianza para la
media al 95%

Limite

Inferior Superior

3,51
1,00

2,92
1,51
2,25

0,00

Limite
4,16
1,00
3,75
2,16
3,08

0.00

Minimo Maximo

3 4

1
3 4
1 2
2 3
0 0
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Figura 6. Comparacion del numero de Ulceras Gastricas promedio inducido por

indometacina

Tabla 10. Efecto inhibitorio de las ulceras Gastricas inducidas por indometacina

obtenidas con los grupos de tratamientos.

Nombre N Media Porcentaje de
inhibicion

Indometacina 6 3.83 0
Control 6 0 100
Ranitidina 50 mg/kg 6 1 73,89
Molle 100mg/kg 6 3.33 15,02
Molle 200mg/kg 6 1.83 52,22
Molle 250mg/kg 6 2.67 30,29
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Figura 7. Efecto inhibitorio de las ulceras gastricas inducidas por indometacina



4.1.5 Evaluacion macrosc
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En el grupo I se evidencid desde el punto de vista macroscopico, una mucosa normal

donde se puede observar multiples pliegues y crestas, coloracion normal.

En el grupo II tras la administracion de indometacina, se observo la pérdida de pliegues,
se presenta edemas severos hiperémico ademas de un gran nimero de petequias (>10) y

con lesiones necrdticas y hemorragicas de considerable longitud.

En el grupo III con administracion de Ranitidina y de Indometacina, se encontrd los
pliegues conservados, con edema leve, con una coloracion palida. La mayoria de la
muestra presentd poco nimero de petequias (2 a 4). Se observa una regeneracion de las
zonas necrohemorragicas, siendo el indice de lesion gastrica de 41.50; observandose una
disminucion del 73.89% de la lesion géstrica, presentado este resultado una diferencia

estadisticamente significativa.

En el grupo IV en la que se administré 100mg/kg del extracto etandlico de Molle, se
observo pérdida de los pliegues, con presencia de edema severo hiperémico, con un gran

numero de petequias (<10) y una disminucion del 15.02% de lesiones gastricas.

En el grupo V se administré 200mg/kg del extracto de molle, se observaron los pliegues
conservados, sin presencia de edema, s6lo una muestra presentd edema hiperhémica, la

cantidad de petequias fue menor (<5) y una disminucion del 52.22% de lesiones géstricas.

En el grupo VI en la que se administré 250mg/kg del extracto de molle en el que se
encontro los pliegues conservados, el mismo que presento edema moderado hiperémico
con presencia 30% de petequias, con regeneracion en zonas necrohemorragicas, y una

disminucién del 30.29% de lesiones gastricas.



4.1.6 Histopatologia gastrica

Figura 14. SSF. Mucosa gastrica normal. Se
observa las capas mucosa, submucosa,
muscular propias conservadas. 100X

Figura 15. Indometacina. Lesion ulcerosa
con dafio de las capas mucosa y submucosa
gastrica. 100X,

Figura 16. I + Ranitidina 80 mg/kg. Zona
con erosion parcial del epitelio. Epitelio
regenerativo / reparativo sobre una zona de
lesion anterior. 100X.

Figura 17. I + Extracto 100 mg/kg. Ulcera,
perdida de todo el epitelio. Epitelio
regenerativo. 100X




Figura 18. I + Extracto 200 mg/kg. Presencia Figura 19. I + Extracto 250 mg/kg.

de actimulos linfoide ean lamina propia Impresiona el inicio de la formacion de una
submucosa. No se identifica Perdida del ulcera, El epitelio luce palido sugiriendo
epitelio. 100X. necrosis. El infiltrado Inflamatorio es leve.
100X

Grupo I Suero Fisiologico: En este grupo se encontrd en la mayoria de las muestras una
estructura conservada. Mucosa gastrica normal. Se observa las capas mucosas,
submucosa, muscular propias conservadas. 100X

Grupo IT Indometacina: En este grupo se encontr6 una estructura con lesion ulcerosa
con dafo de las capas de la mucosa y submucosa géstrica, una excesiva congestion de
vasos (+++), una produccion de necrosis (+++), ademds de erosiones en todos las
muestras y la presencia de macréfagos y de linfocitos.

Grupo III Indometacina + Ranitidina: Se evidencié una lesion parcial del epitelio,
ademds muestra epitelio regenerativo sobre una zona de lesion anterior.

Grupo IV Indometacina + 100 mg/kg de extracto: Ulcera, perdida de todo el epitelio.
El epitelio del borde de la lesion muestra epitelio Regenerativo. Presenta un discreto
edema interglandular. Se evidencio pérdida de glandulas en una muestra, algunas zonas
con hipertrofia, leve congestion y el d4pex empastado.

Grupo V Indometacina + 200 mg/kg de extracto: Presencia de acumulos linfoide En
lamina propia submucosa. No se identifica Perdida del epitelio. Se encontr6 la estructura
conservada en la mayoria de los tejidos, una discreta descamacion en el dpex, pequeias
erosiones y un discreto edema.

Grupo VI Indometacina + 250 mg/kg extracto: Formacion de una ulcera, El epitelio es
palido sugiere necrosis. Leve infiltracion de macrofagos en los tejidos. Presencia de
linfocitos, erosiones en el tercio inferior con eritrocitos en la cavidad.



CAPITULO V. DISCUSION

En la Marcha Fitoquimica del extracto etanolico de hojas de Schinus molle L. ‘molle’
recolectada en el distrito de Socos, departamento de Ayacucho, determind la presencia de
metabolitos bioactivos, encontrandose dentro de este grupo mayor presencia de
compuestos fenodlicos, Flavonoides, Glucésidos y Taninos Hidrolizables, como se puede
observar en la tabla 4. “Segun Orozco®® reporto el anélisis del tamizaje fitoquimico de
hojas de Schinus molle L. ‘molle’ en el que destaca los siguientes metabolitos secundarios
que posee la planta como: FLAVONOIDES; LACTONAS - CUMARINAS;
ALCALOIDES Y TANINOS, en la cual utilizaron etanol como solventes; con el fin de
identificar los compuestos de una mejor manera en base a su polaridad, solubilidad y su
prevalencia”. Este estudio concuerda con este hallazgo, en la presencia de Flavonoides y

Taninos>.

Se determind la composicion quimica del extracto etanolico de hojas de Schinus molle L.
"molle" mediante la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa CG-EM
utilizando la columna DB-5ms, en la tabla 5 se identificaron 38 compuestos, de los cuales
15 compuestos son mayores 1% del porcentaje total como se puede observar en la tabla
6. Destacando en este estudio el compuesto mayoritario p-cymone con un porcentaje
27,22 y otros como: Limoneno 11,35%, Myrcene 5,25%, Methyl Eugenol 4.82%,
Camphene 3,43% y terpinen-4-ol 3,19%. “Segin Guala®’ realizé el estudio de la
composicion quimica del aceite esencial de Schinus molle L. por el método de arrastre de
vapor mediante un sistema de CG FID-MS, identifico los siguientes compuestos Terpinen
-4-o0l 5,4%, Limoneno 6,6%, Mirceno 1,9%, epi Cariofileno 5,2%, para Cimeno 8,1%
entre otros”, teniendo en cuenta que hay similitud en el nombre de algunos compuestos,

pero no en sus porcentajes.

Esta diferencia entre especies, pueden darse debido a las condiciones en que se desarrolld
la planta; asi como en las condiciones de extraccion (método de extraccion, tiempo,
condiciones de la materia prima), produciendo cambios cualitativos y cuantitativos en su

composicion**.

Esta diferencia entre especies, pueden darse debido a las condiciones en que se desarrolld

la planta; asi como en las condiciones de extraccion (método de extraccion, tiempo,



condiciones de la materia prima), produciendo cambios cualitativos y cuantitativos en su

composicion**.

En la determinacion de la actividad antioxidante del extracto etandlico de hojas de
Schinus molle L., por el método DPPH, se obtuvo un IC50 5.11 ug/mL, el cual podemos
observar en la tabla 7, valores menores al IC50 5.11 ug/mL. En esta investigacion se
midié la concentracion del extracto etandlico de hojas de Schinus molle L. (molle),
necesaria para disminuir en un 50% la concentracion inicial de los radicales libres DPPH,
“Seglin Guija>’ se debe tomar en cuenta que a menor valor de IC50 es mayor la actividad
antioxidante”. El IC50 mide la efectividad de un compuesto para inhibir una actividad

bioldgica y/o bioquimica®®.

Es importante indicar que la capacidad antioxidante en un alimento vegetal no viene dada
solo por la suma de las actividades antioxidantes de cada componente, sino también
depende del microambiente en el que se encuentre el compuesto, pudiendo interactuar

entre si o produciendo efectos sinérgicos o inhibitorios™’.

En nuestro estudio se encontré un 3.19% de Terpinen-4-ol compuesto al cual se le
atribuye actividad antioxidante. Se dice este compuesto es un alcohol no saturado con un
doble enlace, tiene un gran potencial secuestrante de radicales libres, y el Germacreno D

presenta una alta reactividad como capturador de radicales libres®.

En el estudio de la actividad antioxidante del extracto etanolico de hojas de Schinus molle
L, se verifico que los animales tratados con 200 y 250 mg/kg, se observé una disminucion
significativa (p<0.05) de los niveles de MDA a 2,633 £0,3; 2,743 + 0,3 respectivamente,
en comparacion con los valores de 4,460 + 0,2 encontrados en los animales control (75
mg/kg de Indometacina). En el estudio de Navarro®' sobre la actividad antioxidante de
los extractos hidroalcoholicos de los frutos de Anacardium occidentale L, Muehlenbeckia
volcanica (Benth.) Endl. y Gamochaeta purpurea (L.) Cabrera, en el ensayo de DPPHe
presentaron un IC50 de 19,29; 17, 55 y 4,11 pg/ml respectivamente, también se realizod
la actividad antioxidante, in vitro, por el método de ABTSe+ los extractos
hidroalcohélicos de Anacardium occidentale L, Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl.
y Gamochaeta purpurea (L.) Cabrera presentaron un IC50 de 5,83; 5,43 y 5,26 pg/ml,

respectivamente, en estas especies se encontrd una gran cantidad de compuestos



polifenolicos a los que se les puede atribuir una buena actividad antioxidante en cada

método.

En el estudio de la actividad gastroprotectora del extracto etandlico de hojas de Schinus
molle L, se verifico que en los animales tratados con 200 mg/kg y de 250 mg/kg se
observo la normalizacion de la arquitectura de la mucosa del estdbmago, lo que se
confirma con los cortes histopatologicos, mostrados en las figuras 9 y 10. El efecto
inhibitorio de las dosis de 200 y 250 mg/kg de peso corporal de los extractos de Schinus
molle L administrado a ratas, con ulceras gastricas inducidas con 80 mg/kg de peso
corporal de indometacina, fue del 52,22 y 30.29 % respectivamente en comparacion con
el efecto de la ranitidina que produjo una inhibicion del 73.89 %., como se puede

observar en la tabla 7.

En el estudio del efecto Antiulceroso del extracto hidroalcohoélico de las hojas de Senna
multiglandulosa (SENNA) en ratas albinas realizado por Rodas® identificaron que es
probable que los flavonoides contribuyan al efecto gastroprotector, dado que actian
secuestrando los radicales libres como superoxidos e hidroxilos, compuestos muy
reactivos, que producen dafio y debilitan a la mucosa gastrica. Ademas, los flavonoides
tienen la capacidad de unirse a enzimas y actian como quelantes de iones, facilita el
transporte de electrones y eliminacion de radicales libres. Los compuestos flavonoides al
inactivar los radicales libres evitan que estas actuen sobre las lesiones de la mucosa
gastrica causada por agentes quimicos o estimulos estresantes. También, se encontraron
taninos que tienen la propiedad de precipitar proteinas y de esta manera forman una capa
protectora sobre la mucosa del estbmago y proteger de sustancias toxicas como el acido
clorhidrico o de ataques de enzimas proteoliticas. En nuestro estudio se identifico

presencia de flavonoides y taninos a los que les podemos atribuir efecto gastroprotector.

La presencia de flavonoides, posiblemente, interfieren en el metabolismo de la
prostaglandinas especialmente en PGE2, que podrian ser responsables de la inhibicion
de la secrecion del acido clorhidrico producido por el mucocito protector, que su funcion
junto con las células epiteliales productoras de moco son la inhibicion de la apoptosis,
promocion de la migracion celular en respuesta al injuria diaria promoviendo la reparacion
celular, inhibicion de la inflamacion, aumentos en la funcion de barrera del moco por mecanismos

aun no dilucidados fisiologicamente.. Por lo tanto, los compuestos fenolicos hallados en el



extracto etanolico de hojas de Schinus molle L pueden prevenir las lesiones en la mucosa
gastrica inducida por indometacina y protegerla contra la accion de diferentes agentes que

pueden provocar ulceras gastrointestinales®.



CAPITULO VI. CONCLUSIONES

1. En el andlisis del tamizaje fitoquimico del extracto etanolico de hojas de Schinus
molle L. se encontraron compuestos flavonoides; compuestos fenolicos; taninos y
glucodsidos, estos compuestos son similares a otros estudios de la misma especie.
Ademas por corrida cromatografica de la columna DB5ms acoplado a
espectrometria de masas, se evidencio la presencia de los compuestos
mayoritarios como P-CYMENE CON 27.23 9%, LIMONENE 11.35%,
MYRCENE 5.25%, METHYL EUGENOL 4.82%, CAMPHENE 3.43%.

2. Enlos sueros de los animales tratados con 200 y 250 mg/kg del extracto etandlico
de Schinus molle L se obtuvieron valores de MDA de 2.633 +£ 0,3 y 2,743 + 0.3
respectivamente, los que presentan diferencia significativa (p<0.05) con los
valores de MDA de 4,460 + 0.2 hallados en animales no tratados, demostrando
que presenta efecto antioxidante.

3. Los animales tratados con las dosis administradas de 200 y 250 mg/kg del extracto
etandlico de Schinus molle L muestra un efecto inhibitorio de 52,22% y 30,29%
mg/Kg respectivamente, en comparacion con el patron de ranitidina que tuvo una
inhibicion del 73.89%.

4. Los animales tratados con 200 y 250 mg/kg del extracto etandlico de hojas de
Schinus molle L mostraron normalizacion de la arquitectura de la mucosa del
estdbmago vista en cortes histopatoldgicos, por lo que se evidencia actividad

gastroprotectora en ulceras géstricas producidas a 75mg/kg de Indometacina.
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CAPITULO VIII. ANEXOS
ANEXO N° 1. Constancia N° 201-USM-2017

-

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Buen Servlcfb-a.l;’cludadano“

CONSTANCIA N°201-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NAT
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA Q

La muestra vegetal (rama con flores), recibida de Dalila Fernanda CHAM§A
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNIVERSIDAD NACIONAL MA!
MARCOS, ha sido estudiada y clasificada como: Schinus molle L.; y tiene |
posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNCLICPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE A
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Schinus
ESFECIE: Schiinus miolle L.

Nombre vulgar: “"Molle”, )
Determinado por: Blgo. Severo M. Balde6n Malpartida I

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interes
esludios. e ]

Av.Arenales 1256, Jestis Marin
Apdo, 14-0434, Lima 14, Peni
http./ /museahn.unmsm.cdu.pe

Schinus molle L, recolectada en el distrito de Socos, departamento de Ayacucho a 3394
msnm.
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