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«Nada en la vida es para ser temido
es soélo para ser comprendido.

Ahora es el momento de entender mas,
de modo que podamos temer menos»

Marie Curie.
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Resumen y Abstract IX

Resumen

Por medio de 3 modelos agudos de induccion de Ulcera, se evalué en ratas Wistar y
ratones CD1, machos y hembras entre 7 y 10 semanas de edad, el potencial antiulceroso
de la fraccion butandlica del extracto de los céalices de Physalis peruviana (100 mg/Kg),
cada modelo estuvo organizado por cuatro sub grupos para un total de 24 animales por
estudio. La actividad se evalu6é a dosis Unicas; la inducciéon de las Ulceras se realizé con
Etanol al 50%, Indometacina a 60 mg/Kg y por método quirdrgico de ligadura Pil6rica, se
utilizé como patrén Omeprazol a 80 mg/Kg. Los datos fueron analizados mediante el
Software Mini Tab 19 con una prueba de analisis de varianza ANOVA de una via, seguido
de una prueba de comparaciones multiples (Tukey). Al finalizar el experimento, la fraccién
butandlica de los calices de Physalis peruviana mostré un potencial antiulceroso y

citoprotector en los modelos estudiados.

Palabras clave: Physalis peruviana, Biomodelos, Ulcera Géstrica.



X Evaluacion preclinica del posible efecto antiulceroso de los calices de Physalis peruviana L en

pequefios roedores de laboratorio.

Abstract

By means of 3 acute ulcer induction models, the antiulcer potential of the Butanol fraction
of the calyces extract of Physalis peruviana (100 mg/Kg) was evaluated in Wistar rats and
CD1 mice, male and female between 7 and 10 weeks old, each model was organized by
four subgroups for a total of 24 animals per study. Activity was evaluated at single doses;
the induction of the ulcer was performed with 50% Ethanol, Indomethacin at 60 mg/Kg and
by surgical method of Pyloric ligation, Omeprazole at 80 mg/Kg was used as the standard.
The data was analyzed using the Mini Tab 19 Software with a one-way ANOVA analysis of
variance test, followed by a multiple comparison test (Tukey). At the end of the experiment,
the butanol fraction of the Physalis peruviana calices showed an antiulcer and

cytoprotective potential in the models studied.

Keywords: Physalis peruviana, Biomodels, Gastric Ulcer.
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Introduccion

La enfermedad &cido péptica es el resultado del desbalance entre la secrecion excesiva
de &cido y la disminucién de las barreras defensivas de la mucosa. Al ser una enfermedad
de alta prevalencia a nivel mundial, genera costos sanitarios elevados. Buscar alternativas
terapéuticas que ayuden a disminuir la presentacion y sintomas de ésta es el reto para la
creacion de nuevos medicamentos. Los extractos vegetales actualmente son sustancias
muy influyentes para la creacion de nuevos medicamentos. Se ha demostrado que
producen resultados prometedores en el tratamiento de Ulceras gastricas (Florez, 2013).
Varias plantas se han utilizado para tratar trastornos gastrointestinales, incluidas las
Ulceras gastricas (Perry, 1980). La uchuva (Physalis peruviana L.) es una fruta de origen
americano, oriunda de los Andes. Colombia es el primer productor y exportador de uchuva
en el mundo, seguida de Sudafrica (Cortes, et al., 2015). Pertenece a la familia de las
Solanaceas, del género Physalis y diferentes publicaciones le atribuyen a la especie
propiedades beneficiosas a nivel medicinal y nutricional. Es una de las especies mas
conocidas de este género y sus efectos mas reportados en la literatura cientifica son
anticancerigeno, antimicrobial, antipirético, diurético, inmunomodulador y para el
tratamiento de enfermedades como malaria, asma, hepatitis, dermatitis y artritis
reumatoide. Los extractos de las hojas de esta planta han mostrado importantes
actividades antibidticas, antioxidantes y antinflamatorias (Franco, et al., 2007). En el
presente trabajo evaluamos las posibles propiedades antiulcerosas de los calices de
Physalis peruviana, utilizamos la fraccion Butandlica del extracto etandlico de los célices
en pequefios roedores de laboratorio a los cuales se les indujo, por 3 diferentes modelos,
Ulcera gastrica. Cada modelo presenta diferentes formas de induccidn de Glcera, buscando
asi diferentes modos de accion del extracto. Al finalizar el experimento, los datos fueron
analizados mediante el Software Mini Tab 19 con una prueba de analisis de varianza

ANOVA de una via, seguido de una prueba de comparaciones multiples (Tukey).
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1.Marco teodrico

1.1 Enfermedad acido péptica

Etiologia

La enfermedad &cido péptica es producida por diferentes mecanismos patogénicos que
involucran un desbalance entre los agentes protectores y los agentes irritativos locales de
la mucosa gastrica generando lesiones sobre ella. La Ulcera péptica es definida
histolégicamente como un defecto de la mucosa que se extiende mas alla de la capa
muscular, debido a la secrecién de pepsina y acido gastrico (Dominguez, et al., 2010).
Entre los agentes agresivos mas importantes estan la secrecion de acido gastrico por las
células parietales, infecciones por Helicobacter pylori y tratamientos con antiinflamatorios
no esteroidales (AINES), también se ha asociado con la enfermedad de Zollinguer Ellison,
hiperplasia de células G entre otras (Puente, et al., 2011).Los factores protectores incluyen
la produccion de moco y bicarbonato, la llegada de flujo sanguineo adecuado a la mucosa
gastrica, los mecanismos naturales de reparacién de la mucosa y la produccién de PGD
(Garcia, et al., 2011).

La secrecion acida es controlada por un conjunto de mediadores endégenos capaces de
activar o frenar la célula parietal, encargada de la produccién de &cido clorhidrico, entre
ellos destacan como agentes secretagogos la acetilcolina liberada por las terminales
nerviosas vagales posganglidnicas intramurales (actuacién neurocrina), la gastrina
producida por las células G antrales y liberada en el torrente circulatorio (actuacién
hormonal) y la histamina, almacenada por los mastocitos y las células enterocromafines,
gue es liberada en el fluido intersticial (actuacion paracrina). Concentraciones elevadas de
acido pueden producir por si mismas lesiones agudas en la mucosa del tubo digestivo alto.
Sin embargo, existen pocas entidades clinicas en que una hipersecrecion acida sea el
principal mecanismo patdgeno de las lesiones agudas de la mucosa gastrica (Flérez,
2013).

La UG usualmente es menor a 1 cm de diametro, pero puede alcanzar de 3 a 6 cm. Sus
limites estan bruscamente demarcados, con una base de necrosis eosinofilica rodeada de

fibrosis. Factores agresivos exdgenos tales como H. pylori, AINES, alcohol y factores
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enddogenos tales como bilis, acido y pepsina, pueden alterar las lineas de defensa, seguido
de difusion retrégrada de hidrogeniones y con el subsecuente dafio de la mucosa (Garcia,
et al., 2011).

La correcta perfusion sanguinea, junto con un adecuado equilibrio &cido-base plasmatico,
facilita la rapida eliminacion de los diversos agentes nocivos para la mucosa la capéacidad
de algunas sustancias de prevenir la aparicion de Ulceras experimentales por mecanismos
distintos a los de inhibiciébn de la secrecién &cida ha sido definida como capéacidad

citoprotector siendo las PGDs el principal ejemplo de este tipo de actuacion (Fl6rez, 2013).

Fisiopatologia de la ulcera gastrica

La fisiopatologia de la Ulcera gastrica, no esta clara, pero hay evidencia que sugiere que
la lesién resulta de un desbalance focal entre la secrecion acido péptica y un area de

mucosa gastrica dafiada.

Las Ulceras pépticas se desarrollan cuando existe una alteracion de los mecanismos
defensivos de barrera mucosa por factores exdgenos agresivos, como el alcohol, café,
tabaco, estrés, dietas irregulares, tratamientos prolongados con AINES y presencia de
Helicobacter pylori. La importancia de la actividad péptica del jugo gastrico y la secrecion
acida es primordial, ya que, en ausencia de acido no se presenta Ulcera (Henriquez et al.
2011).

El epitelio que recubre al estbmago esta constituido por pliegues que contienen agujeros
gastricos microscépicos, cada uno ramificado en cuatro o cinco glandulas gastricas
formadas por células epiteliales muy especializadas. La composicion de las glandulas
gastricas varia con su loCALIZacion anatomica. Las que se encuentran en el cardias
comprenden <5% del area glandular gastrica total y contienen células mucosas y
endocrinas. Hasta 75% de las glandulas géastricas se encuentra dentro de la mucosa
oxintica y contiene células del cuello mucoso, parietales, principales, endocrinas,
enterocromafines y semejantes a las enterocromafines (ECL, enterochromaffin-like). Las
glandulas pildricas poseen células mucosas y endocrinas (incluidas las células de gastrina)
y se encuentran en el antro. El principal mecanismo de agresion de la mucosa es mediante
el contacto directo con el HCI, cuya produccion depende de la enzima ATPasa de H+,

quien transporta el H+ intracelular fuera de la célula a los canaliculos intracelulares y
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transfiere el ion K+ extracelular hacia el interior de la célula. Las proteinas transportadoras
llevan ion K+ y el ion cloruro CI- al exterior de la célula, hacia los canaliculos extracelulares;
en consecuencia, se secreta Cl- y H+ separados en la luz de los canaliculos intracelulares
para combinarse en HCI (Delgado, 2009).

Mecanismo de protecciéon de la mucosa gastrica

Uno de los factores de defensa mas importantes lo constituye el moco géstrico que es
producido por las células cilindricas que recubren la superficie de las criptas del estomago;
esta glicoproteina conocida como “moco visible” es similar a un gel que se adhiere como
un revestimiento del estémago y lo protege de su autodigestion; ademas los iones
bicarbonatos atrapados en esta capa de moco neutralizan el pH &cido del contenido luminal
(Gardner y Hiatt, 2002).

El flujo sanguineo constituye un importante mecanismo protector del estimulo acido, ya
gue transporta la sangre rica en oxigeno y las sustancias, como las prostaglandinas, que
impiden la perpetuacién de la secrecién acida. lgualmente, impiden la hipoxia local que
podria favorecer el mal funcionamiento de mecanismos defensores locales como, por

ejemplo, la renovacion celular (Angel y Narduli, 2010).

Epidemiologia

La ulcera péptica es una enfermedad frecuente en los paises desarrollados, de forma que
del 5% al 10% de sus habitantes la presentan en algiin momento de su vida (Cuffi, 2000).
La relacion de la Ulcera duodenal y la Ulcera gastrica es en hombres de 6:1 y en mujeres
de 2,5:1. La edad de presentacion de la Ulcera se ha establecido para la duodenal entre
los 25y 75 afios y para la gastrica entre los 55 y 65 afios. En el estudio Nacional de Salud
de Colombia no se contempl6 la enfermedad acido péptica en forma aislada, para el célculo
de la prevalencia solamente se hace referencia a la morbilidad general de enfermedades
digestivas con una tasa del 9.9% en Instituto de Seguros Sociales. En lo que tiene que ver
con mortalidad, tenemos una tasa de 43 por millon y una prevalencia del 0.7% para ambos
sexos en Colombia, y de un 0.9% con una tasa de 46 por millon en Bogota (Colombiana
de Salud S.A., 2007).
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Datos de diferentes estudios avalan que la prevalencia de la Ulcera péptica durante la vida
es cerca al 10% vy la incidencia anual es de 15 a 30 casos por cada 1000 habitantes. La
frecuencia maxima de Ulcera se observa en la sexta década de la vida, aproximadamente
10 aflos mas respecto de la Ulcera duodenal, con incidencia similar en ambos sexos
(Juérez, et al., 1998).

Evoluciéon natural de la enfermedad acido péptica

La ulcera péptica es una enfermedad crdénica con exacerbaciones y remisiones. Existe
gran tendencia a la recidiva sobre todo en loCALIZacién duodenal. En la tlcera géstrica el
namero de pacientes que permanece libre de recidivas es algo mayor. Factores que
favorecen la recidiva son la infeccién persistente por H. pylori, la ingesta de aspirina o
AINES, el tabaquismo v las Ulceras refractarias (Truyols et al., 2019).

Después del diagndstico de una Ulcera gastrica existe un riesgo mayor de cancer gastrico
y hay un paralelismo epidemiolégico entre las areas geogréficas con alta incidencia de
ambas patologias (Sandler, et al., 2008). Ello sugiere que ambas entidades comparten
factores etioldgicos comunes, probablemente la gastritis atréfica multifocal asociada a H.

pylori y factores dietéticos no bien identificados (Henriquez, et al., 2011).

1.2 Tratamiento de la enfermedad ulcero péptica

Tratamiento farmacolégico

El tratamiento de esta patologia esta orientado a conseguir un alivio de los sintomas; en
caso de existir Ulcera, se busca cicatrizacion de ella y ademas la prevencion de aparicion
de recidivas y complicaciones a causa de la enfermedad. Sin embargo, no solo debe tener
manejo farmacoldgico, es importante orientar a los pacientes a evitar los factores externos
gue pueden influir negativamente en el manejo de la enfermedad, entre ellos, el tabaco, el
estrés, ayunos prolongados, tratamientos mal llevados con AINES o dietas desequilibradas
(Vecina, 2002).

Desde el punto de vista farmacoldgico, y teniendo en cuenta su mecanismo de accién, hay
cuatro grupos en el tratamiento de la enfermedad acido péptica, descritos a continuacion:

1. Antiacidos neutralizantes
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2. Inhibidores de la secrecién gastrica

3. Anti secretores

4. Protectores de la mucosa gastrica

La duracion del tratamiento depende de cada paciente, criterio médico y gravedad de la
enfermedad. Ademas, se ha observado una buena correlacién entre la eficacia del

tratamiento anti secretor en la cicatrizacion de la Ulcera y la supresion de la acidez gastrica

(Vecina, 2002).

farmacoldgicamente.

A continuacion,

se describen algunos medicamentos usados

Tabla 1 Tratamiento Farmacoldgico de la enfermedad &cido péptica

MECANISMO DE ACCION

FAMILIA

FARMACOS

Neutralizan la acidez gastrica

Carbonatos, Hidréxidos

Hidréxido de
aluminio

Bicarbonato de
sodio

Carbonato calcico

Bloquean el efecto de la histamina Ranitidina
enddgena sobre los receptores de H?, | Anti H? Famotidina
impidiendo que se forme AMPc Cimetidina
Pirenzipina,
Antimuscarinicos Atropina
Inhibidores de la secrecidn gastrica | Antigastrina Proglumina
Omeprazol
Bloquean de manera irreversible la | Inhibidores de la bomba de Lanzoprazol
enzima ATPasa dependiente de K+, H+ | protones Pantoprazol
Rabeprazol
Prostaglandina PGE?, PGE?
Antisecretores y protectores de la Arbaprostil
mucosa gastrica Andlogos de PGD Misoprostol

Acexamato de cinc

Protectores de la mucosa
gastroduodenal

Citoprotectores

Sucralfato

Carbenoxolona

Sales de bismuto

Adaptado de: Vecina S. 2002
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Tabla 2 Eficacia de la terapia farmacoldgica en la patologia ulcerosa

Farmacos % de Curacion a las 4 semanas
I . .
Inhibidores de la bomba de protones I(_)meprazo [ 70-80% Ulcera gastrica
P ansoprazo 85-95% Ulcera duodenal
Pantoprazol
Cimetidina
Antihistaminicos H2 Eamtf:a 60-70% Ulcera géstrica
e?mo. K Ina 85-95% Ulcera duodenal
Nizatidina
Roxatidina
Protectores de la mucosa Sucralfato |Similar Grupo AntiH2
_ 0 ‘s Ve .
Prostaglandinas Misoprostol >0 7OA’UIcera gastrica
60-80% Ulcera duodenal
Sales de Blsmut-o Como Anti H?, accién inmediata
Acexamato de Cinc

Tomado de: Vecina S. 2002

1.3 Fitoterapia de la enfermedad acido péptica

Antecedentes del uso de plantas medicinales

El uso de plantas con fines medicinales es una practica comun desde tiempos
inmemorables. Durante mucho tiempo los remedios naturales y sobre todo las plantas,
fueron los Unicos recursos que poseian los médicos antiguos y actualmente diferentes
comunidades indigenas para el tratamiento de varias enfermedades. Esto hizo que se
profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades
medicinales, y ampliar su experiencia en el empleo de productos extraidos de las mismas
(Henriquez, et al., 2011).

Las plantas no solo tienen un potencial terapéutico como fuente de principios activos puros
quimicamente definidos. El uso de extractos es adecuado para plantas que presentan
actividades farmacologicas mas débiles o menos especificas y cuando los principios

activos no se conocen todavia (Hostettman, et al., 2008).
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En Latinoamérica, las afecciones gastricas son muy comunes y son producidas por
diversos factores, ante ello, gran parte de la poblacion recurre a tratamientos alternativos
como la fitoterapia, por constituir un tratamiento de facil obtencién y bajo costo. (Arce, et
al., 2007) Plantas como Aloysia gratissima, Artemisia annua, Calendula offi cinalis,
Gaillardia megapotamica, Maytenus ilicifolia, Parthenium hysterophorus, Portulaca
oleracea, Rumex obtusifolius, Solidago chilensis, Solanum eleagnifolium y Spartium
junceum entre otras, son frecuentemente usadas y estudiadas por sus propiedades

gastroprotectoras (Bucciarelli, et al., 2007).

El uso de plantas medicinales cada dia representa una mejor alternativa para el tratamiento
de diferentes patologias. Sin embargo, la limitada evidencia cientifica con respecto a la
eficacia de estos derivados naturales, conjuntamente con la poca comprension de los
mecanismos de accién involucrados, ha limitado su incorporacion a la préactica clinica
(Maity, et al., 2003).

Physalis peruviana

= Generalidades de la planta

La Physalis peruviana, también conocida como uchuva, golden berry, uvilla, entre otros,
es una planta herbacea perteneciente a la familia Solanaceae. Es una fruta originaria
de América del Sur, donde se conocen mas de 50 especies en estado silvestre, puede

llegar a alcanzar 1 metro con 20 cm de altura. (Rehm y Espig, 1991).

La clasificacion taxonémica de Physalis peruviana L., segun la Nacional Plant Center
USDA (2000) es:
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Tabla 3 Clasificacion Physalis peruviana

REINO Plantae

SUBREINO Tracheobionta

DIVISION Angioespermae

CLASE Magnoliopsida

SUBCLASE Asteridae

ORDEN Solanales

FAMILIA Solanaceae

GENERO Physalis

ESPECIE Physalis peruviana L.

Nombres comunes Uchuva, Uvilla, Tomatillo, Aguaymanto, Capuli.

La especie Physalis peruviana se desarrolla bien en suelos con pH acido, neutro, alcalino

0 muy alcalino, pudiendo llegar a soportar terrenos pobres en nutrientes (Pérez, 2013).

El fruto necesita entre 60 y 80 dias para madurar, tiene extraordinarias propiedades
nutricionales y medicinales y su exquisito sabor y aroma atraen los consumidores
favoreciendo la conquista de nuevos mercados (Asif, et al., 2015). El caliz (o capacho)
encierra el fruto totalmente hasta su madurez y pierde su clorofila a partir de unos 40-45
dias de su desarrollo, es formado por cinco sépalos persistentes y muestra una estructura
similar a una vejiga de unos 5 cm. El cdliz protege el fruto contra insectos, pajaros,
patégenos y condiciones climaticas extremas y, ademas, sirve como empaque natural
(Fischer, et al., 2014).

Figura 1 Caliz y fruto Physalis peruviana

Tomada de: Pérez. (2013)
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El cultivo de uchuva es una alternativa de produccién para la economia de muchos paises,
debido a que presenta buenas perspectivas e interés en los mercados internacionales, lo
cual se deriva de las caracteristicas nutricionales y propiedades medicinales que posee el
fruto. Los principales productores de Physalis a nivel mundial son Colombia, Kenia,
Zimbabwe, Australia, Nueva Zelanda, India y Ecuador. En Colombia, el desarrollo de la
tecnologia se ha hecho, fundamentalmente, sobre el conocimiento empirico de los
agricultores y trabajos de investigacion en las universidades y Corpoica. En el afio 2011 el
area de produccion fue de 743 Ha, con una produccién total de 10.771 toneladas y un
promedio de 14,5 toneladas/Ha, y sus mayores areas en los departamentos de Boyaca
(388 Ha), Antioquia (154 Ha) y Cundinamarca (75 Ha) (Fischer, et al., 2014).

Aspectos fitoquimicos

Los estudios fitoquimicos de este género han demostrado la presencia de witandlidos,
esteroides, alcaloides, glicésidos y flavonoides (Wu, et al., 2005). Posee un alto contenido
de provitamina A y acido ascorbico, y algunas vitaminas del complejo B (tiamina, niacina y
vitamina B12); ademas se destaca por sus altos contenidos de proteina cruda, fésforo y
hierro, pero con un bajo nivel de calcio (Fischer, et al., 2014).

A la uchuva se le han atribuido propiedades anticancerigenas, antimalaricas,
antidiabéticas, antiinflamatorias, antipiréticas y antitumorales (Wu, et al., 2005). Los
extractos de las hojas de esta planta han mostrado importantes actividades antibiéticas,

antioxidantes y antinflamatorias (Ahmad, et al., 1999).
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1.4 Anatomia gastrica de roedores

Anatomia gastrica
SISTEMA DIGESTIVO ROEDORES

estobmago

gj;-‘f----pane aglandular
esofago———> - ﬂ <—curvatura

curvaturge-—> mayor
menor

W =--—parte glandular

Figura 2 Anatomia gastrica de roedores

Tomado de: Riso, et al., 2009

El tracto gastrointestinal de un roedor puede medir de la siguiente manera: eséfago 4 cm;
duodeno, yeyuno e ileon 34 cm; colon y recto 14 cm. El estbmago se divide en dos grandes
regiones: cardiaca, que es la que se encuentra relacionada al es6fago, y la region pilorica
esta relaciona con el duodeno, ambas claramente diferenciables, por una linea
blanquecina que las divide, y cambios macroscopicos visibles en la mucosa de ambas

porciones (Cook, 2008).

El estémago esta loCALIZado transversalmente en la parte craneal izquierda de la cavidad
abdominal. La mayor parte de la superficie parietal y parte de la superficie visceral estan
cubiertas por el higado. El es6fago entra en el centro de la curvatura menor. El estomago
se subdivide en porcion no glandular (cardias, fundus, cuerpo) y porcién glandular (antro
pilorico, conducto pilérico, piloro). El estbmago esta equipado con una membrana mucosa
cutanea (epitelio escamoso estratificado), el estbmago glandular tiene una membrana
mucosa glandular que forma glandulas (gastricas) fundamentales. La membrana mucosa
cutanea esta separada de la membrana mucosa glandular por una linea de transicién
(cresta limitante). Los tipos de células de la mucosa glandular incluyen: células columnares

simples, que forman las llamadas picaduras gastricas, las células zimégeno / péptico,
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parietales oxinticas, que producen &cido clorhidrico, mucosas y enteroendocrinas: G
productoras de gastrina, ECL tipo enterocromafin, que produce histamina y otros péptidos,
A que produce glucagén y D que produce somatostatina. Las células parietales contienen
glandulas mucosas cortas y enrolladas, estas no se producen en el area pilorica (Brown y
Hardisty, 1990). La tunica muscular estda compuesta por capas musculares lisas

longitudinales internas, circulares intermedias y externas (Krinke, 2000).

pH Yy volumen gastrico de roedores

El pH del contenido gastrico de un ratén sin ayuno es aproximadamente de 3.0 y en estado
de ayuno es de 4.0. Los valores en la rata sin ayuno son de 3.2 aproximadamente y de 3.9
en estado de ayuno. La capacidad de volumen del estbmago en ratones es

aproximadamente de 0.4 mL y en ratas de 3.4 mL (McConnell, et al. 2007).

1.5 Modelo de Ulceras en roedores

La utilizacion de modelos animales en la induccion de Ulceras gastricas ha permitido
ampliar los conocimientos en la complejidad y multifactorialidad de las Ulceras gastricas.
Se han desarrollado diferentes modelos, los cuales se enfocan en el dafio agudo en la
mucosa gastrica; para este objetivo se utilizan sustancias necrotizantes como el etanol,
acidos o bases fuertes, AINES, isquemia o estimulos estresantes (Weiner, 1996). El efecto
de las sustancias necrotizantes es a nivel de la mucosa gastrica, provocando ruptura y
desprendimiento del epitelio ademas de una congestion vascular marcada. Por esta razén
las sustancias de dichos modelos son administradas por via orogastrica, por medio de una

canula (Henriquez, et al., 2011).

Teniendo en cuenta todos estos factores, la eleccion de un modelo adecuado no es
sencilla, pues cada uno cuenta con ventajas y desventajas considerables, y, ademas, la
variedad de modelos que existen y el fundamento de cada modelo para la investigacion de
nuevas sustancias, hace necesario la estandarizacion y eleccion de un modelo acorde a

lo que se quiere estudiar.
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Figura 2

Figura 3 Modelos en animales

Adaptado de: Adirnortey, et al. 2013

Las caracteristicas fisioldgicas de la secrecion gastrica tanto para humanos, como para
roedores, son similares, presentando inclusive valores para pepsinégeno sérico muy
similares (Ader, 1962), es de hacer notar que de la misma forma que sucede en los
humanos, la formacion de Ulceras se encuentra determinada por factores propios de cada
individuo (Weiner, 1996).

Modelo de induccion de ulcera gastrica inducida por etanol

El consumo de alcohol es uno de los factores predisponentes para el dafio gastrointestinal

agudo en el hombre. El alcohol penetra rapidamente la mucosa géstrica causando dafio,
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exfoliacion de células y erosion, todo esto lleva a un aumento en la permeabilidad de la
mucosa Yy liberacién de productos vasoactivos desde mastocitos, macrofagos, neutréfilos
y otras células sanguineas que llevan a un dafio vascular, necrosis y formacién de ulceras

gastricas (Melchiorri et al., 1997).

La lesion de la mucosa gastrica ocurre independientemente de cualquier efecto en la
secrecion acido gastrica. La lesion se caracteriza por presencia de focos hiperémicos y
hemorragicos indicando compromiso de flujo sanguineo por el agente lesivo (Lapa y
Souccar, 2002).

Modelo de induccion de Ulcera gastricainducida por indometacina

La Indometacina ha sido el AINES de eleccion utilizado en los modelos de induccion ya
gue provoca Ulceras gastricas por mecanismos sistémicos, por medio de la inhibicion de
la sintesis de prostaglandinas, cuya funcion fisioldgica es estimular la secrecion de moco
e inhibir la secrecién 4cida, perjudicando la microcirculacion a nivel de la mucosa gastrica,
promoviendo asi la adhesion de neutréfilos a la células endoteliales (Lapa y Souccar,

2002).

Lesion gastrica inducida por ligadura pilorica

La Ulcera géstrica podria resultar de una obstruccién pilérica parcial, llevando esto a un
aumento de la liberacion de gastrina y a un elevado nivel de secrecién de acido (Dragstedt,
et al., 1970). Esta hipotesis ha sido apoyada parcialmente por la observacion clinica de
aparicibon de UG en enfermos con estenosis pilérica y experimentalmente por
ulcerogénesis secundaria a manipulacion de la presion intragastrica junto con infusion de

acido y pepsina (Dragstedt, 1970).

Este modelo es frecuentemente empleado ya que permite estudiar el efecto de las
sustancias en la secrecién gastrica y en los eventos involucrados en la gastroproteccion,
como la secrecion de acido y evaluacion de la actividad antisecretora (Lapa y Souccar,
2002).
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2.Aspectos generales

2.1 Justificacion

Las personas que presentan Ulcera gastrica tienen como objetivo encontrar un tratamiento
gue alivie los sintomas y molestias que esta genera. Las alternativas farmacéuticas que se
tienen actualmente buscan solucionar estos inconvenientes, sin embargo, manejarlo
sintomaticamente no es suficiente, ya que buscar un tratamiento para la Ulcera géstrica
debe tener en cuenta el manejo de la cicatrizacion y prevencion de recidivas que esta

pueda ocasionar.

En diferentes estudios se han demostrado las propiedades cicatrizantes y antiinflamatorias
de los calices de Physalis peruviana L. aplicables a diferentes patologias. Queremos
correlacionar estas propiedades ya estudiadas, buscando un nuevo potencial de efecto
frente a la Ulcera gastrica en diferentes modelos de animales de laboratorio.

Evaluar el potencial antiulceroso de la Physalis peruviana L. aumentaria las opciones para
nuevas investigaciones en formas de tratamiento alopaticas, disminuyendo los efectos
adversos de las medicinas actuales y ayudando en la mejoria de muchos pacientes que

padecen esta enfermedad.

La actividad antiulcerosa de una sustancia desconocida puede ser determinada en
animales de experimentacién en diferentes modelos de induccién de ulcera, buscando
representar los agentes etiolégicos mas comunes que envuelvan la patologia de Ulcera
gastrica en humanos (Lapa y Souccar, 2002). El nUmero de animales es acorde con las
exigencias estadisticas de muestreo, es recomendable trabajar con minimo 6 animales por
grupo, siendo la respuesta més confiable cuanto mayor sea el niumero de estos. El método
empleado esta estandarizado y se siguieron las normas éticas, garantizando el bienestar

de los animales usados durante el experimento (L6pez y Risco, 2001).
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2.2 Hipotesis

La administracién del extracto de los cdlices de Physalis peruviana L. tiene efecto
antiulceroso sobre la mucosa gastrica en Ulcera inducida en diferentes modelos de

experimentacion en ratas y ratones de laboratorio.

2.3 Objetivo general

Contribuir al conocimiento del perfil farmacoldgico de los célices de Physalis peruviana

como fuente de principios activos de aplicacion en la Ulcera gastrica.

2.4 Objetivos especificos

1. Por medio de 3 modelos agudos de induccién de Ulcera, evaluar el potencial
antiulceroso de la fraccion Butandlica del extracto de los célices de Physalis peruviana.
2. Proponer los diferentes modos de accioén del extracto de los célices de Physalis

peruviana L.
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2.5 Aspectos éticos, legales y ambientales

Este proyecto fue sometido a evaluacion por parte del Comité de Etica de la Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia.

Se recibié un entrenamiento adecuado en el cuidado y uso de animales de laboratorio,
reconocimiento y control de riesgo Biolégico (aspectos de Bioseguridad que hacen parte
del sistema de gestion ambiental UN). Los animales se mantuvieron en condiciones
adecuadas garantizando su bienestar guiados por la Resolucién 008430 de 1993 (MSP).
En las técnicas invasivas como procedimientos quirirgicos se empleé la anestesia general
con un anestésico inyectable. En caso de observar que los animales presentaban
manifestaciones importantes de sufrimiento y dolor se aplicé el protocolo de “punto final

anticipado”, aplicando métodos de eutanasia adecuados (dislocamiento cervical).

El manejo de los residuos quimicos y biolégicos se dispuso de acuerdo a los sistemas de
gestién ambiental propuestos por la Universidad Nacional de Colombia.
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3.Metodologia

3.1 Obtencidon del extracto

Los calices de uchuva fueron obtenidos a través de un proveedor ubicado en Granada,
municipio del Departamento de Cundinamarca (Colombia), ubicado en la Provincia del
Sumapaz, a 18 km al Sur Occidente de Bogota, con una altitud minima de 1800 msnmy
méaxima de 3000 msnm., Finca los Pinos, Vereda Santafé, producto para exportacion. Se

adquirieron 5 bultos aproximadamente.

Los célices fueron sometidos a proceso de seleccion (Figura 4), teniendo en cuenta forma,
color, libres de humedad, hongos y patdgenos externos visibles, se extendieron en mallas
al aire libre durante 24 horas (Figura 4) para someterlos posteriormente a secado en horno
de aire circulante (Figura 5) a temperaturas entre 38-40 °C durante 72 horas.

Figura 4 Seleccion y secado en malla de Calices

Tomado de: Autor
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Figura 5 Secado en Horno
Tomada de: Autor

Una vez secos los calices, se trituraron en licuadora industrial (Figura 6) y se obtuvieron

1.208 g de material triturado (Polvo) para someterlos a proceso de percolacion (Figura 9).

Figura 6 Molienda material seco

Tomada de: Autor
Extracto Etandlico
Para la percolacion, se utilizaron 2 percoladores marca Siliser® (Figura 7) con capacidad

de 5 L cada uno, el material vegetal se sometié a 3 extracciones sucesivas con etanol para

obtener la primera extraccion, llamada extracto etandlico de Physalis peruviana.
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En los percoladores se pusieron 1.208 g de material vegetal seco (MVS) (polvo de calices)
y se humecté con 8 L de etanol, este se dejo por 8 horas, pasado el tiempo se sometio a

goteo lento, este proceso se repitié 3 veces.

Figura 7 Proceso percolacion

Tomada de: Autor

Se obtuvieron 16 L de extracto etandlico, este se sometié a concentracion en rotavapor
con bafo de calentamiento con temperatura y presion controlada de 50°C, con generacion
de vacio de 175 mbar (Figura 8). El extracto etanélico concentrado se coloco en céapsulas
de porcelana y se sometio a secado final en bafio maria (Figura 9) durante 24 horas para

luego iniciar su fraccionamiento.

Figura 8 Proceso Rotavapor

Tomada de: Autor
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Figura 9 Bafio maria

Tomada de: Autor

Una vez se evaporo todo el etanol, se obtuvieron 118 gr en total del extracto Etandlico.

Extracto Etandlico, Fraccion en Hexano (FH)

Para eliminar compuestos de baja polaridad, se utiliz6 Hexano en relacién 1:5 material-
solvente, se realizaron 2 extracciones solido-liquido con maceracion en capsula de

porcelana, cada uno durante 2 horas.
Se obtuvieron en total 95.04 gr de Fraccion en Hexano.
Extracto Etanélico Fraccion en Diclorometano (FD)

Para el fraccionamiento en Diclorometano se utilizé una relacion 1:3 material-solvente, se
realizaron 3 lavados por proceso de maceracion dinamica en capsula de porcelana, cada

uno durante 1 hora.
Se obtuvieron en total 8.81 gr de Fraccién en Diclorometano.
Extracto Etanélico Fraccion en Acetato de Etilo (FAE)

Para el fraccionamiento en Acetato de Etilo se utilizé una relacion 1:3 material-solvente, se
realizaron 2 lavados por proceso de maceraciéon dindmica en capsula de porcelana, cada

uno durante 1 hora.

Se obtuvieron un total de 6.61 gr de Fraccion en Acetato de Etilo.
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Extracto Etandlico Fraccion en Butanol (FB)

Para el fraccionamiento en Butanol se utilizé una relaciéon 1:3 material-solvente, se
realizaron 5 lavados por proceso de maceracion dinamica en capsula de porcelana, cada
uno durante 30 minutos. Una vez realizada la filtracion del solvente, fueron sometidos a
Rotavapor BUCHI R-100®, con bafio de calentamiento con temperatura y presion

controlada de 50°C, con generacion de vacio de 25 mbar.
Se obtuvieron en total 1.77 gr de Fraccion Butandlica
Dilucién de la fraccién Butandlica para administracion Orogastrica

Para la administracion de la fraccidn Butandlica, se preparé una suspension en el vehiculo
glicerina, propilenglicol y agua destilada, en relacién 1:1:8, con la dosis especifica para

cada individuo de la fraccién Butanolica.
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Material vegetal seco (polvo)

Percolacion

| |

Rotaevaporacion

Extracto Etanolico total

Maceracion Hexano 1:5

Maceracion Diclorometano 1:3

Solubed

Maceracion Acetato de etilo 1:3

Residuo Soluble FAE

Maceracion Butanol 1:3
Soluble P

Figura 10 Esquema de fraccionamiento
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Andlisis de plaguicidas en material vegetal

Dado que los calices son un producto de desecho, no apto para consumo humano, vimos
pertinente evaluar la presencia y contenido de diferentes plaguicidas que pueden estar
presentes en el material al ser rutina de uso en el cultivo de la planta. Se le realizaron
analisis de plaguicidas al material seco de los calices ya molidos, y a la fraccién Butandlica
del extracto Etandlico de los célices, esperando observar la residualidad de estos al realizar

el fraccionamiento, ya que esta es la fraccion a estudiar.

Estos andlisis se realizaron en el Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas

LARP, Departamento de Quimica, Universidad Nacional de Colombia.

Para el material vegetal seco molido de los célices de Physalis peruviana se utilizo el
método de andlisis por Extraccion de fase solida dispersiva, QUEChERS, y el método de
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién, LC-HRMS. Se

adjunta el informe del laboratorio en ANEXO 8.2.

Para la fraccion Butandlica del extracto Etandlico de célices de Physalis peruviana se utilizo el
método de analisis QUEChERS y analisis por LC-HRMS. Se adjunta informe del laboratorio en
ANEXO 8.2.

3.2 Animales

Ratas WISTAR y ratones CD1 de laboratorio exocriados, con edades entre 7-10 semanas
de edad al comienzo del experimento, adultos jovenes, machos y hembras, suministrados
por el Bioterio de Experimentaciéon del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia. Los animales se mantuvieron en un ambiente controlado
(temperatura 21+3°C, humedad 50+5%, Fotoperiodo 12 horas luz/12 horas oscuridad, con
agua y alimento ad libitum (Concentrado, LabDiet®). Esquema de sanitizaciébn con

cambios de camas 2 veces por semana.

3.3 Estandarizaciéon de modelos y pruebas analiticas

Se realizaron pruebas preliminares para estandarizar las condiciones adecuadas de
trabajo con los animales, se estudiaron en los modelos de induccion de Ulcera por Etanol,

Indometacina y Ligadura pilorica (Souccar y Lapa, 2002). Se realizé el acondicionamiento
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de cada modelo a las condiciones de nuestro laboratorio, teniendo en cuenta variables
como edad, tiempo de exposicion, dosificacion, volumen a administrar, tiempo de ayuno,
refinamiento de técnica, manejo anestésico y manejo quirtrgico evaluando las ventajas y
desventajas en cada especie, optimizando asi la manipulacion y la realizacién de todos los

procedimientos aplicados a los animales.

Para la anestesia durante el procedimiento quirtrgico se utilizé bolo intraperitoneal de
Ketamina 80 mg/Kg y Xilacina 15 mg/Kg diluidos en NaCl 0.9%.

Se evaluaron uno a uno los componentes del vehiculo (glicerina, propilenglicol y agua
destilada), anestesia y patrones (medicamento genérico de venta libre al publico, con
actividad comprobada), evaluando si podria o no haber interferencia de algunos de los
componentes en la produccion de Ulceras gastricas. Se determinaron los métodos mas
adecuados Yy practicos para la evaluacion macroscopica de los estbmagos y se ajustaron
los parametros a cada modelo.

Tabla 4 Estandarizacion de modelos para induccién de Ulcera géastrica

ESTANDARIZACION DE MODELOS

DOSIS TIEMPO
TIEMPO DOSIS 3 TIEMPO
MODELO ESPECIE | PATRON | ACCION/ , ,
AYUNO [ Vol/admin . EXPOSICION/INDUCCION
Omeprazol| PATRON

Induccién Ulcera por
Etanol Rata 16 horas |1 mL/100 g (80 mg/Kg |4 horas 1/2 hora
Induccion de Ulcera
por Indometacina Ratén 16 horas (0,1 mL/10 g |80 mg/Kg |4 horas 4 horas
Induccién Ulcera por
Ligadura Pilérica Ratén 16 horas (0,1 mL/10 g |80 mg/Kg |2 horas 6 horas
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Figura 11 Administracién Via oro gastrica

Tomada por: Autor

3.4 Diseio experimental

e Tamafio de Muestra: 4 grupos por modelo, 3 hembras, 3 machos para un n=6 en
cada grupo.
e Criterios de Inclusién:
o Machosy hembras, con edades entre 8 y 12 semanas de edad al comienzo
del experimento (adultos jovenes)
o Ratas entre 200 y 360 g de peso corporal
o Ratones entre 30 y 50 g de peso corporal
o Ayuno de sdlidos por 16 horas, con agua ad libitum antes del experimento
o En los tres modelos ejecutados se administr6 Vehiculo de la siguiente
manera:
= Grupo control: Vehiculo (Agua destilada + Glicerina + Propilenglicol
en relacion 8:1:1)
»= Grupo Patrén: Vehiculo + Omeprazol

» Grupo Extracto: Vehiculo + Fraccion Butandlica del EET

e Criterios de exclusion:

o Estado de prefiez
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o Signos de enfermedad

o Anormalidades fisicas o comportamiento extrafio

Lesion gastrica inducida por etanol

En este modelo seguimos el método de Robert (1979), adaptado por CYTED 2002

sumando la estandarizacién del modelo que realizamos en nuestro laboratorio.
Procedimiento experimental

Se utilizaron ratas macho de 8 a 12 semanas de edad, con pesos de 246 + 41 g, en ayuno
de 16 horas con libre acceso a fuente de agua. Se realizé la administracion peroral de las

sustancias con sonda de administracion de la siguiente manera:

Tabla 5 Modelo induccion de Ulcera por Etanol

GRUPOS TRATAMIENTOS v.0 | n

1| Blanco Vehiculo 1 mL/100 g.p.c| 6

2| Control positivo | Vehiculo 1 mL/100 g.p.c | 6

3| Patron Omeprazol 80 mg/Kg 6

4| Tratamiento 100 mg/Kg extracto 6
TOTAL 24

Cuatro horas después de haber administrado las sustancias; se les administré 1 mL/100
g/VO de Etanol al 50% a todos los individuos, excepto al grupo 1 Blanco, a los cuales se
les administré vehiculo de nuevo para que tuvieran la misma manipulacion que todos los

demas individuos.

oh
Inicio 4 h

Tratamientos |

Induccién Ulcera Y h
Etanol 50%

Sacrificio

Figura 12 Esquema de administracion modelo induccién de Ulcera por Etanol

Transcurridos 30 minutos de la administracion de Etanol, se sacrificaron los animales por

dislocacién cervical, inmediatamente se realizé laparotomia abdominal en el tercio anterior



Metodologia 47

de la linea media abdominal. Se extrajeron los estbmagos, se disectaron por la curvatura
mayor, se realizé un suave lavado gastrico con solucién salina, se tomaron fotografias de
cada estébmago para posteriormente analizar el dafio con el programa ImageJ®. Seguido
de esto se realiz6 corte medial de la porcidn glandular del estbmago para la determinacién
del moco en la mucosa géastrica por medio de la prueba Alcian Blue (Método descrito en el
subtitulo 3.5). Se enviaron a histopatologia 2 estbmagos elegidos aleatoriamente de cada

grupo.

Lesion gastricainducida por Indometacina

En este modelo seguimos el método de Lee (1979) adaptado por CYTED (2002) sumando

la estandarizacion del modelo que realizamos en nuestro laboratorio.
Procedimiento experimental

Se utilizaron ratones machos (40 + 1.7 g) hembras (31 + 1.3 g) de 8 a 11 semanas de
edad, con ayuno de 16 horas y libre acceso a fuente de agua. Se realiz6 la administracion

peroral de las sustancias con sonda de administracion de la siguiente manera:

GRUPOS TRATAMIENTOS v.o n
1|Blanco Vehiculo 0.1 mL/10 g.p.c | 6

2 | Control positivo | Vehiculo 0.1 mL/10g.p.c | 6

3| Patrén Omeprazol 80 mg/Kg 6

4 | Tratamiento 100 mg/Kg extracto 6
TOTAL 24

Tabla 6 Modelo Indometacina

Cuatro horas después de la administracion de las sustancias se realizé la induccion de
Ulcera con Indometacina a 60 mg/Kg/VPO a una dosis 0.1 mL/10 g de peso corporal a
todos los grupos menos el grupo Blanco al cual se le administro vehiculo, para someterlo
a la misma manipulacion que los demas individuos. La preparacion de este se disolvié en

Bicarbonato de Sodio al 5% para facilitar la dilucién del medicamento.
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Oh
Inicio 4 h

Tratamientos |

Induccion Ulcera
Indometacina 60 J

mg/kg

Sacrificio

Figura 13 Esquema de administracion modelo induccion de Ulcera por Indometacina

Transcurridas 4 horas de la administracion de Indometacina, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical, inmediatamente se realizé laparotomia abdominal en
el tercio anterior de la linea media abdominal. Se extrajeron los estébmagos se disectaron
por la curvatura mayor, se realizé un suave lavado gastrico con solucién salina, se tomaron
fotografias de todos los estdbmagos para su posterior andlisis en el programa ImageJ®. Se

enviaron a histopatologia 2 estobmagos elegidos aleatoriamente de cada grupo.

Lesidon gastrica inducida por ligadura pilorica

En este modelo seguimos el Método descrito por Vissher (1954), adaptado por CYTED

(2002) sumando la estandarizacién del modelo que realizamos en nuestro laboratorio,
Procedimiento experimental

Se utilizaron ratones machos (41 £ 1.8 g) y hembras (30 £ 1.5 g) de 8 a 11 semanas de
edad, con ayuno de 16 horas con libre acceso a fuente de agua, se realizé la administracién

de las sustancias por v.o de la siguiente manera:
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Tabla 7 Modelo ligadura pil6rica

TRATAMIENTOS VIA
GRUPOS INTRADUODENAL n
1|Blanco - Vehiculo 0.1 mL/10 g 6
2| Blanco + Vehiculo 0.1 mL/10 g 6
3| Patrén Omeprazol 80 mg/v.o 6
4 | Tratamiento 100 mg/Kg extracto 6
TOTAL 24

Dos horas después de la administracion inicial, los animales fueron sometidos a anestesia
por administracion intraperitoneal de Ketamina 80 mg/Kg y Xilacina 15 mg/Kg en suero
fisiologico (vol. 0.1 mL/10 g), se realizé depilacion y desinfeccion de la zona abdominal, se
trasladaron a la zona quirdrgica en donde se posicionaron sobre manta acolchaday se les
fijaron los cuatro miembros con cinta adhesiva de enmascarar para tener mejor acceso a
la zona abdominal, se les practic6 una incisibn en la regidon epigastrica de
aproximadamente 1 cm de longitud, se incidieron los planos abdominales, se ubicé el
estbmago por laparotomia, se ubicé la zona pilérica y se realiz6 la ligadura pilérica con
sutura absorbible Vicryl® 4.0. Posterior a esto se reubic6 el estbmago en la cavidad, se
realizé lavado intraabdominal con suero fisiologico, se realiz6 cierre de la pared abdominal

con puntos en X y se realizé limpieza de la herida con una solucién antiséptica.

n
Inicio
Tratamientos 2 h
y privacion |
de agua.
Sedacién, ‘ 6h
Ligadura pilérica [ l
Sacrificio

Figura 14 Esquema administracion modelo induccion de Ulcera por ligadura pilérica

Pasadas 6 horas post cirugia, los animales se sometieron a sacrificio por dislocacion
cervical, se colocaron en una plataforma con un grado de inclinacién vertical de 30°, se

realiz6 corte de la pared abdominal y se expusieron los estémagos, se pinzé el esoéfago,
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para evitar la pérdida del liquido gastrico, y se sacaron los estbmagos. Se recolecto el
liguido acumulado en tubos eppendorf de manera individual y se centrifugaron a 3500 rpm
durante 10 minutos para determinar el volumen total, tanto liquido como sélido. El jugo
gastrico se usO para determinar el volumen, acidez libre y acidez total descritos en el
capitulo de evaluacién de ulcera gastrica (ANEXO 2). El estébmago fue disectado por la
curvatura mayor, se realizé un lavado con suero fisioldégico y posteriormente se tomaron
fotografias de los estbmagos para ser analizadas por el programa ImageJ® y se enviaron

a Histopatologia muestras escogidas aleatoriamente de cada grupo.

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos durante la investigacion se realiz6 el calculo de medias y
desviacion estandar para cada uno de los grupos de tratamiento, con estos valores se
generaron las gréficas presentadas mas adelante de tal forma que se pueda visualizar si
hay diferencia entre los grupos. Se ingresaron los datos obtenidos al Software Minitab 19
para realizar un analisis estadistico de la varianza por medio de ANOVA, teniendo en
cuenta que se da cumplimiento a los supuestos estadisticos como se muestra en el
ANEXO 8.6. Para definir qué medias son significativamente diferentes se realizo el test de

comparaciones multiples de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

3.5 Evaluacion de ulcera gastrica

Método de evaluacion macroscopica

e Parametros aevaluar:

o Indice de tlcera:

= Con este andlisis se busca estimar el dafio de la mucosa gastrica. Para esto se utilizo
un programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico ImageJ (ImageJ
bundled with 64-bit Java 1.8.0_112), y se sometieron una a una las fotos tomadas en
cada modelo para su respectivo analisis.

= Para el modelo de induccion de ulcera por Etanol, el dafio fue evaluado por extension
en relacion con el area glandular gastrica en mm, con respecto al area total del

estomago.


http://wsr.imagej.net/distros/win/ij152-win-java8.zip
http://wsr.imagej.net/distros/win/ij152-win-java8.zip
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= Para los modelos de induccién de ulcera por Indometacina y ligadura pilérica, se
asignaros parametros de evaluacion modificados de la tabla de evaluacién de lesiones
gastricas (Lapa y Souccar, 2002), junto con el programa, en donde cada lesién fue
evaluada individualmente para saber el nUmero de pixeles que el programa reconocia
y asi darle un puntaje a cada lesién para obtener un puntaje total por cada estbmago

de la siguiente manera:

Tabla 8 Parametros de puntuacion de evaluacién macroscoépica

PARAMETROS
PUNTAJE

., Normal 0
Coloracion o . 1

Mucosa iperémica
Decolorada 1

Pérdida de

pliegues 1
Petequias 0-100 L
(Pixeles) 100-200 2
>200 3

Determinacion de moco en la mucosa gastrica

Método modificado de Corner, 1974, adaptado por CYTED 2002. Este método consiste en
la determinacién de mucopolisacaridos solubles utilizando Alcian Blue, un colorante

especifico para mucinas acidas (Souccar, 2002).

Para la determinacién del moco gastrico se emple6 el método de Corner (1974) adaptado

por CYTED (2002), en el cual se consideroé el siguiente protocolo:

Se realizé un corte longitudinal a la zona glandular de cada estébmago, obteniendo dos
mitades de cada estébmago, se pesd una parte y se colocd en un frasco de vidrio, se le
agregaron 3 mL de solucion de Alcian Blue al 0,1%, y se agité suavemente, se dej6 reposar
por una hora. Posteriormente, el colorante se eliminé del frasco y el tejido se resuspendio
en 3 mL de sacarosa 0.25 Molar/L, realizando 3 lavados en intervalos de 15 minutos cada
uno y eliminando el contenido de sacarosa en cada lavado. Seguido de esto, se agregaron
5 mL de Cloruro de Magnesio 0.5 mL/L y se agitaron en vértex durante 30 segundos cada
30 minutos en un periodo de 2 horas. De la suspension obtenida, se tomaron ml y se

colocaron en otro tubo de ensayo, se les afladi6 1 mL de éter dietilico a cada tubo, se
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agitaron en Vortex y se colocaron en centrifuga a 3600 rpm, 4°c durante 10 minutos. De
cada tubo se obtuvieron dos fases claramente identificables una fase liquida azul y una
fase espesa transparente. Con micropipeta se extrajo cuidadosamente 1 mL de la fase
liquida azul, teniendo cuidado de no mezclarlas y se colocaron en un tubo eppendorf de
1.5 mL. De este liquido se tomaron 3 réplicas de 100 pL cada una y se depositaron en

pozos en una placa de 96 pocillos, asi con cada muestra de estbmago.

Adicionalmente, se llenaron pozos en triplicado con 100 pL de diferentes diluciones de
Alcian blue 6.25; 12.5; 25; 50 y 100 wW/mL para hacer curva de calibracion.

La lectura de la placa se realiz6 en espectrofotbmetro a 598 nm. Los resultados se
expresaron en microgramos de Alcian blue por mililitro por gramo de tejido (LgAB x mL/qg).
Los resultados seran expresados en promedio del grupo, desviacién estandar y porcentaje
de incremento respecto al grupo Patrén.

Evaluacién de parametros de secrecion acida gastrica

Adaptado por CYTED 2002. Se tom¢ el contenido gastrico colectado en tubos eppendorf
de los estobmagos del modelo de ligadura pilérica explicado en el capitulo 3 numeral 3.4,
el analisis se hizo de manera individual en cada estdbmago. Se colocaron los tubos en
centrifuga a 3500 rpm, 4°C durante 15 minutos para determinar el volumen de cada
muestra expresado en mL. Al liquido colectado de cada muestra se le determiné el pH
con papel indicador.

Para determinar la acidez se utiliz6 la prueba de valoracién con NaOH 0.082 N (0.082
Eqg/L) y se utilizd6 como indicador Fenolftaleina.

Se tomaron 100 pL del liquido colectado de cada muestra de los estbmagos, se colocaron
en tubos de ensayo y se les agreg6 100 pL de agua destilada mas 10 yL de Fenolftaleina.
Posteriormente a cada tubo se le fueron agregando 10 uL de soda (NaOH) hasta lograr un
cambio de coloracién de rosado a casi transparente, expresando la acidez en equivalentes

de acido clorhidrico por litro en 6 horas (mEq H*/L/6h).

Histopatologia

Una vez los estomagos se digitalizaron para el andlisis macroscépico, se les realizé el

siguiente proceso:
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¢ Modelo Etandlico e Indometacina: Se realizé corte longitudinal de cada estomago
obteniendo dos mitades de tejido.

e Modelo Ligadura Pilérica: Se envi6 el estbmago completo, no se realizd ningun corte.

Los cortes de cada estbmago en cada modelo se colocaron en formalina y se dejaron
reposar durante 24 horas en recipientes independientes y posteriormente se enviaron al
laboratorio de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
sede Bogota, cada muestra iba debidamente identificada con una marcaciéon en color,

para que al momento del andlisis del laboratorio se hiciera un andlisis simple-ciego.
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4.Resultados

4.1 Rendimiento del extracto

El proceso de extraccion se resume a continuacion, basandonos en el material inicial
seco gue corresponde a 1208 g de material molido.

Tabla 9 Resultados rendimiento de la extraccion

EET 118 g (9.7%) !
FH 95 g (80.54%) 2

FDM 8.81 g (7.47%) 2
FAE 6.61 g (6.61%) *2
FB 1.77 g (1.5%) 2

“1 o4 Respecto al material seco inicial

*2 porcentaje respecto al EET

4.2 Modelo Induccidn de ulcera por Etanol

Los datos obtenidos durante el estudio del modelo de Etanol se pueden observar en el
ANEXO 8.3.

Resultados macroscopicos

Las fotografias de los estbmagos se analizaron con el programa ImageJ, permitiendo
calcular el indice de lesién considerando el porcentaje de dafié de la mucosa géstrica. A
continuacion, se muestra un ejemplo del estbmago con maximo dafo, y su andlisis de
lesion con ImageJ (Figura 15), ademas se muestra un resumen de los datos obtenidos en
el andlisis de porcentaje de inhibicion de Ulcera dado por el programa ImageJ, en donde
se muestran los promedios de los datos de cada grupo en el modelo de induccién de Ulcera
por Etanol (Tabla 10).
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Figura 15 Andlisis de imagen obtenido por ImageJ, de estbmagos lesionados por etanol.

A: Imagen real de estbmago con lesiones hemorragicas, B: Sefializacién de lesiones dada por el
programa ImageJ, C: Analisis de imagen de zonas lesionadas dado por ImageJ

Tabla 10 Resumen de datos de andlisis de porcentaje de inhibicion de ulcera en ImageJ,
en modelo de induccion de Ulcera por etanol

Area l-\rea % de % de
Total(mm?) Lesionada lesion D.E inhibicién
n=6 (mm?)
MAXIMO
A ‘ 508,15 | 169,59 | 33,69 17,58

OMEPRAZOL | 5,007 | 118,02 22.96 312 31,85
80 mg/Kg

— 546,50 | 113,92 | 21,09 6,12 37.41

100 mg/Kg ! ! ! ! !

En consideracion al andlisis del indice de lesién en la mucosa gastrica en el modelo de
etanol se establecié como hipétesis nula que todas las medias del porcentaje de lesiéon de
los tratamientos son iguales y como hipotesis alternativa que no todas las medias son

iguales a un nivel de significancia del 0.05.
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Gréfica 10currencia de lesion de ulcera por etanol, Andlisis de Imagen programa ImageJ

n= 6, Blanco += Maximo dafio, Omeprazol 80 mg/Kg, Caliz FB 100 mg/Kg

El valor p resultante del ANOVA fue de 0.185, por tanto, no se rechaza la hipétesis nula 'y
se infiere que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
porcentajes de lesion en los tratamientos. Se observa en la gréfica 1 que hubo mayor
varianza en las medias de porcentajes de lesion observados para el tratamiento realizado
con caliz en comparacion con el Omeprazol y se presentd una diferencia de 1.87% entre

las medias de los porcentajes de lesion.

38,00% -
37,00% A
36,00% -
35,00% -
34,00% -
33,00% -
32,00% A
31,00% -
30,00% -

29,00% T {
Omeprazol Caliz

Gréafica 2 Efecto antiulceroso en modelo de induccion de Ulcera por etanol

Omeprazol 80 mg/Kg, Céliz FB 100 mg/Kg
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Se realiz6 el célculo del porcentaje de inhibicion de Ulcera de los tratamientos sobre la
media del porcentaje de lesion en los tratamientos realizados con céaliz y omeprazol en
comparacion con la media del porcentaje de lesion del Blanco+ teniendo como base que
el dafio del Blanco + es el 100%. Como se observa en la grafica 2, se obtuvo un porcentaje
de inhibicibn mayor con el tratamiento realizado con caliz en comparacion con el
omeprazol, con una diferencia de 5.56% de inhibicion, se puede inferir graficamente que

el caliz presentd mejores resultados sobre el indice de lesion en la mucosa géstrica.

Determinacion de moco por técnica “Alcian Blue”

La curva de calibraciéon de Alcian blue nos dio linealidad en el rango de concentraciones
de 12.5 a 100 mcg/mL, permitiéndonos calcular la captacion de este colorante, la cual esta
expresada en mcg de colorante/g de tejido, los datos obtenidos por espectrofotometria nos
arrojaron los valores de absorbancia para cada grupo del estudio (ANEXO 8.3). A
continuacion, se muestra un resumen de los datos con los promedios por grupo de estudio

para la técnica de Alcian Blue (Tabla 11).

Tabla 11 Promedio de datos de absorbancia por grupos con la tecnica Alcian Blue, en
modelo de induccion de ulcera por etanol

Absorbancia Concentracién| g de Equivalente mcg
promedio D.S (mcg/mL) Tejido | D.E | AB/mL * g de tejido

BLANCO- 0,131 0,028 16,31| 0,484 /0,078 33,7
BLANCO + 0,618 0,025 0,73| 0,772]0,179 0,9

OMEPRAZOL 0,137 0,006 0,16 0,159|0,106 1,0
CALIZ 0,1330,017 0,15] 0,151]0,147 1,0

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Respecto al analisis de moco en la mucosa gastrica se defini6 como hipétesis nula que
todas las medias de la cantidad de moco en los diferentes tratamientos son iguales y como
hipétesis alternativa que no todas las medias son iguales a un nivel de significancia del
0.05.



58 Evaluacién preclinica del posible efecto antiulceroso de los calices de Physalis
peruviana L en pequefios roedores de laboratorio

Tabla 12 Agrupacion de tratamientos método Tukey para Etanol

Factor Agrupacion
Blanco - A
Blanco + A
Caliz A
Omeprazol A

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

Se obtuvo un valor p igual a 0.055, por tanto, se infiere que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de cantidad de moco generada en los
tratamientos. Como se observa en la tabla 12, por medio de la prueba Tukey se realiz6
solo una agrupacion para todos los tratamientos, por tanto, se corroboran los resultados
obtenidos por medio de ANOVA.
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Gréfica 3 Produccién de moco en modelo de induccién de dlcera por Etanol. Técnica
Alcian Blue

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Teniendo en cuenta la grafica 3 solo hubo una diferencia en la cantidad media de moco de
2.54 ug AB x mL/g tejido entre el tratamiento con omeprazol y Blanco+ y de 1.31 pg AB X
mL/g tejido entre el tratamiento con caliz y Blanco+. Considerando que el promedio de la
cantidad de moco para el Blanco- es superior a 35 ug AB x mL/g tejido se esperaria tener

una diferencia menor entre el promedio de moco en la mucosa gastrica con omeprazol y
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cdliz en comparacién con Blanco- dado que tiene una diferencia de 10.4 ug AB x mL/g de

tejido 11.63 pug AB/MI x g respectivamente.

Resultados histopatoldgicos

El laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional de Colombia, entreg6 un andlisis de
las muestras con los hallazgos histopatologicos valorados con un puntaje donde 0 no
presenta, 0,5 muy leve, 1 leve, 2 moderado, 3 severo (ANEXO 8.3). Se evidenciaron las

siguientes lesiones:
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Gréfica 4 Resultados histopatolégicos de modelo de Ulcera inducido por Etanol

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg
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4.3 Modelo induccion de ulcera por indometacina

Los datos obtenidos durante el estudio del modelo de Indometacina se pueden observar
en el ANEXO 8.4.

Resultados macroscépicos

El andlisis de los estbmagos con el programa ImageJ otorgé una medida en pixeles para
cada lesion encontrada durante el andlisis, esta medida nos permitié clasificar el dafio de
la mucosa en diferentes categorias, dependiendo la presentacion de estas. A continuacion,
Tabla 13, se muestra la puntuacion para clasificar las lesiones gastricas en el modelo de

induccién de Ulcera por indometacina.

Tabla 13 Puntuacion ImageJ, lesiones gastricas modelo indometacina

MODELO INDOMETACINA
PARAMETROS BLANCO - BLANCO + OMEPRAZOL CALIZ
Animal # 112]3|4|5]|6| 1| 2| 3| 4| 5| 6| 1]|2|3|4|5| 6|1]|2]| 3| 4| 5| 6
.| Normal olojo|o|ofo| o] o] o] 0] ol O] o|o|oO|O|O]| O|O|O| Ol O] O] O
Coloracién - -
Mucosa | Hiperemica |0/0/0|0|0|1| O] 1] 1| 1| 1| 1| 0|0|0|1]|0| 0]0|1| O] O] 1] O
Decolorada |[0|0|0|0|0|0O| 1| 1] 1| 1| O 1| 1|/0|0Of0OfO| 1]|1]|0| 1| 1| O] O
Pérdida de
pliegues o|jojofOojOJO| 1| 1| 1| 2| 2] 1] OfO|2|1j1|0|/OfjO] O] O] 1] 1
) 0-100 (1) 5(1|0|2|0|3| 3|11]| 8| 8|18|21| 6|3|3|3|1]| 4|2|3]| 8|11| 8| 6
Petequias
(Pixeles) 100-200(2) [2|0|0|0|0|0| O] 4| 4| 1 8| 2|o0|ofo|2]| o|lo|0o]| 4] 0] 2| 4
200 < (3) olojo|o|ofo| 6] 3] 6| 9| 9/27| o|o|o|O0|0]| O|O|3]| 9| 0] O] 3
TOTAL 7]1|/0]2]|0|4|11]|21|21]|21|33|59| 9|3|4|5|4| 5|3|7|22]|12|12]|14
PROMEDIO 2,33 27,67 5,00 11,67
DESVIACION 2,73 16,86 2,10 6,47

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: M&ximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Para el estudio se tomé como hipétesis nula que todas las medias de la puntuacion
de evaluacion macroscopica obtenida son iguales y como hipétesis alternativa que

no todas las medias son iguales a un nivel de significancia del 0.05.
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Gréfica 5 Puntuacion dafo en la mucosa modelo Indometacina

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: M&ximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Tabla 14 Agrupacion de tratamientos test de Tukey para Indometacina

Agrupacion
Factor
BLANCO + A
CALIZ B
OMEPRAZOL B
BLANCO - B

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

El ANOVA generado para el estudio arrojé un valor p=0.001, por tanto, se rechaza la
hipétesis nula, por medio de Tukey (Tabla 14) se identifican las letras A y B que muestran
una diferencia significativa entre la puntuacion del blanco positivo vs Caliz, Omeprazol,
Blanco-. En la grafica 5 se observa que se obtuvo un promedio en la puntuacion de
evaluacion macroscopica para Blanco- , Blanco +, Omeprazol y Caliz, con una diferencia
de 6.67 entre el tratamiento realizado por omeprazol y céliz, presentando mayor dispersion

en la puntuacion obtenida para el tratamiento con el caliz.
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Resultados histopatoldgicos

El laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional de Colombia entregd un andlisis de
las muestras con los hallazgos histopatoldgicos valorados con un puntaje donde 0 no
presenta, 0,5 muy leve, 1 leve, 2 moderado, 3 severo (ANEXO 8.4). Se evidenciaron las

siguientes lesiones:
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Grafica 6 Analisis de barras para resultados histopatoldgicos de modelo de Ulcera
inducido por Indometacina

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

4.4 Modelo induccion de ulcera por ligadura pilorica

Los datos obtenidos durante el estudio del modelo de ligadura pilérica se pueden
observar en el ANEXO 8.5.
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Resultados macroscépicos

El andlisis de los estbmagos con el programa ImageJ otorgé una medida en pixeles para
cada lesion encontrada durante el andlisis, esta medida nos permitié clasificar el dafio de
la mucosa en diferentes categorias, dependiendo la presentacion de estas. A continuacion

(Tabla 15) se muestra la puntuacion para clasificar las lesiones géastricas en el modelo de

induccién de Ulcera por ligadura pilérica.

Tabla 15 Puntuacién ImageJ, lesiones gastricas modelo Ligadura pilérica

MODELO LIGADURA PILORICA

PARAMETROS BLANCO - BLANCO + OMEPRAZOL CALIZ
1|2|3|4(5|6] 1| 2| 3| 4| 5|6/1|2| 3|4| 5|/6] 1| 2| 3| 4| 5| 6
Coloracion N.ormal : 0[0]0j0|of0of of oOf Of O] Of |0j0|] OJj0O| O 0l Of O] Of Of O
Mucosa Hiperemica | 0|0|0|O|OfO| 1 1| 1f 1] 1f |0j0] 1|1] O 1] 0] 1f 0] 1] 1
Decolorada [0|0|0[0|0|0f O] O] O] Oof O] [0jo|] 0|0] 1 0l Of O] Of of O
Perdida de pliegues ojojofo|jojof 1] 1| o] 1f 1| [0jO] 0|0O] 1 1 0| 1/ 0] O] O
Petequias 0-100 (1) 0[3|0]4|6[1[80[ 90[69|58| 80| |2|6]|10(3|12 12|30| 22|38|45|32
(Pixeles) 100-200(2) [ojo|ofo|0O|0o| 4| 26| 6| 2[ 8| [0]0Ol 0|0] 2 2| 4 8| 2| O 2
200<(3) 0[0]0j0|ofo| of 28| Of 6| 15[ |0j0| 0O|0] O 18| 0| 15| 0j15| 3
TOTAL 0[3|0]4|6[1|86[146(76|68|105(0(2|6]11(4|16[(0| 34|34| 47|40|61|38

PROMEDIO 2,33 96,20 7,80 42,33

DESVIACION 2,42 31,08 5,67 10,33

n=6, Blanco -: Control, Blanco +:

Se tomd como hipétesis nula que todas las medias de la puntuacién obtenida por ligadura

pilérica son iguales y como hipétesis alternativa que no todas las medias son iguales a un

nivel de significancia de 0.05.

Méaximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg
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Grafica 7 Puntuaciéon dafio mucosa modelo Ligadura pilérica

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: M&ximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Tabla 16 Agrupacion de tratamientos método Tukey para Ligadura pilorica

Factor Agrupacion
BLANCO + A

CALIZ B
OMEPRAZOL C
BLANCO - C

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

El ANOVA para los resultados del modelo de ligadura pilérica generé un valor P=0,00, por
tanto, estadisticamente se rechaza la hipétesis nula. La prueba de comparaciones
multiples Tukey (Tabla 16) realiza una clasificacion de las medias de los tratamientos por
letras, aquellos tratamientos que comparten una letra no tienen una diferencia significativa.
Dado que ninguno de los tratamientos comparte una agrupacion se determina que existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos de la siguiente manera:
Blanco+ vs Omeprazol , Blanco+ vs Blanco-, Blanco+ vs cdliz, caliz vs omeprazol, céliz vs

Blanco-. Como se observa en la grafica 7, se obtuvo una puntuacion de evaluacion
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macroscoépica promedio de 96.2 para el tratamiento Blanco+, para el tratamiento con Caliz,
para el tratamiento con omeprazol y para el Blanco-; lo cual indica que se presenté mayor
efecto positivo del tratamiento con omeprazol sobre los estbmagos con dafio en la mucosa
gastrica que el tratamiento realizado con el caliz, con una diferencia de 34.53 puntos

promedio entre los dos tratamientos.

Evaluacion de parametros de secrecion acida gastrica

= Volumen

El volumen gastrico se tomd por cada individuo en cada grupo antes de realizar la diseccion

del estbmago, obteniendo cantidades en uL como se muestra a continuacion:

Tabla 17 Promedio de volumen gastrico para modelo de induccién de Ulcera por ligadura
pil6rica

VOLUMEN ulL

BLANCO | D.E | MAXIMO DANO | D.E | OMEPRAZOL| D.E |CALIZ|D.E

PROM 92|78,34 382 281,19 263|151,17| 260] 53,57

El analisis estadistico se determind por medio de ANOVA para el volumen de liquido
géstrico la hip6tesis nula indica que las medias de volumen son iguales y como hipétesis

alternativa que no todas las medias son iguales con un nivel de significancia del 0.05.
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Gréfica 8 Volumen de secrecion gastrica en ratones con ligadura pilérica

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Céliz F: 100 mg/Kg

Tabla 18 Agrupacién de tratamientos método Tukey para Volumen de liquido gastrico

Factor Agrupacion
BLANCO + A
OMEPRAZOL A B
CALIZ A B
BLANCO - B

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

Se obtuvo un valor p=0.057, por tanto, estadisticamente no se rechaza la hipétesis nula y
se infiere que no existe una diferencia significativa entre los tratamientos, teniendo en
cuenta que el valor p es cercano a 0.05 se realiz6 la clasificacion por método Tukey para
identificar si existen diferencias, obteniendo la tabla 18 donde se realizé una clasificacion
en dos grupos y solo se identifica una diferencia entre el tratamiento por Blanco+ y Blanco
-. En la grafica 8 se visualizan las varianzas de los tratamientos, de las cuales solo la
varianza del Blanco- estd por fuera del rango del limite inferior de varianzas en
comparacion de los tratamientos que se encuentran dentro de un rango aproximado entre

100 y 700 pL, asi pues, se corrobora graficamente que no existe una diferencia entre las
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medias de volumen de liquido gastrico entre los tratamientos. En cuanto a las medias solo
se ve una diferencia de 3.2 yL de liquido gastrico entre el tratamiento realizado con

omeprazol y caliz.

n pH
El resultado de pH para las muestras de cada estobmago tuvo tendencia a permanecer
entre 5-6, no tuvo una variacién amplia entre los grupos estudiados, sin embargo, se
encontré mas alcalino en el grupo de omeprazol y céliz con respecto al grupo blanco y
maximo dafio. A continuacién, se muestran los resultados promedio de la medicién de pH

para cada grupo de estudio:

Tabla 19 Resultados pH, medicién con papel reactivo para modelo de induccién de
Ulcera con ligadura pilérica

pH
BLANCO MAXIMO DANO | OMEPRAZOL |CALIZ
PROM 5 5 6 6
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Gréfica 9 Rango de pH para modelo de induccion de Ulcera por ligadura pilérica

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

= Acidez

Se realiz6 la valoracion con NaOH 0.1 N en presencia del indicador Fenolftaldeina hasta

su viraje de rosa a transparente, buscando el valor en mE/L bajo, indicador de mejor



68 Evaluacién preclinica del posible efecto antiulceroso de los calices de Physalis
peruviana L en pequefios roedores de laboratorio

respuesta al dafio. En la tabla 20, se muestran los promedios de resultados para los
estdmagos de cada grupo, los datos completos se encuentran en el ANEXO 8.5.

Tabla 20 Acidez promedio, en modelo de induccién de ulcera por ligadura pilérica

mEq de HCI/L

MAXIMO DANO | D.E | OMEPRAZOL | D.E | CALIZ | D.E

PROM 2,77 0,84 1,64| 041 2,73| 0,92

Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

Para los resultados de &cidez, la hip6tesis nula indica que las medias de acidez son iguales
y como hipoétesis alternativa que no todas las medias son iguales con un nivel de

significancia del 0.05.
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Gréfica 10 Acidez del liquido gastrico en ratones

n=6, Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

Tabla 21 Agrupacion de tratamientos método Tukey para acidez de liquido gastrico

Factor Agrupacion
BLANCO + A
CALIZ A

OMEPRAZOL A

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg
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El ANOVA realizado arrojo un valor p=0.065, por tanto, no se rechaza la hip6tesis nula y
se infiere que no existe una diferencia significativa entre la acidez gastrica de los
tratamientos Blanco+, Omeprazol y Céaliz. Como se visualiza en la gréafica 10, podria haber
una diferencia entre el Blanco+ y Céliz en comparacién con el Omeprazol, dado que la
media del Omeprazol esta por debajo de las medias de los tratamientos Blanco+ y Céliz,
con una diferencia de medias de 1.23 y 1.03 respectivamente. Se procedio a realizar la
prueba Tukey obteniendo la tabla 21 que corrobora estadisticamente que no existe una
diferencia significativa entre las medias de los tratamientos dado que agrupa los tres

tratamientos en una Unica letra.

Resultados Histopatoldgicos

El laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional de Colombia entreg6 un andlisis de
las muestras con los hallazgos histopatol6gicos valorados con un puntaje donde 0 no
presenta, 0,5 muy leve, 1 leve, 2 moderado, 3 severo (ANEXO 8.5). Se evidenciaron las

siguientes lesiones:

2,5

1

w

[EEN

0

w

o

HBlanco- HBlanco+ ®EOmeprazol M Caliz

Gréfica 11 Resultados histopatolégicos de modelo de Ulcera inducido por Ligadura
pilérica

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg
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5.Discusion de resultados

5.1 Andlisis de plaguicidas en material vegetal

Es sabido que, durante el cultivo de las frutas se realiza aspersion de diferentes productos
guimicos para prevenir la aparicién de enfermedades y plagas en los cultivos, ademas de esto,
las tierras en las que se cultiva tienen residualidad quimica. Es de esperarse que al ser el caliz
la estructura que recubre el fruto y esta a la intemperie, su exposicidon a estos agentes sea
directa, al no ser un producto apto para consumo humano, si no ser un producto de desecho,
el interés en que este no reciba contaminantes es minimo en los productores, al productor le
interesa proteger el fruto, quien debe cumplir con las normas para su venta, exportacion y

consumo humano.

Los calices no tienen un control de exposicidn a ningln agente, esto explica los componentes
encontrados en el analisis de plaguicidas que se le realizé al EET de los célices de Physalis
peruviana, sin embargo, quisimos mirar la residualidad de estos, una vez fraccionado, por esto
se realizaron las mismas pruebas a la FB, sin embargo, no se logré disminuir o eliminar ninguno

de los componentes encontrados en el EET.

Dentro del analisis de pesticidas realizado a los calices y a la FB, se encontraron dos
compuestos principalmente que sobrepasaban de manera muy elevada los limites méximos de
residuos (informe detallado de compuestos en ANEXO 8.2), estos son el Difenoconazol y el
Propamocarb. La base de datos de la comision europea de pesticidas para Plantas (Comision
Europea, 2019), da valores de referencia para diferentes compuestos, en este caso, para estos
dos compuestos, el LMR esta en 0,10 mg/Kg y en 0,01 mg/Kg respectivamente. A continuacion,

se muestran los valores arrojados para estos dos compuestos:

FB del extracto

Compuesto LMR (mg/Kg) Célices de uchuva etandlico de
molidos (mg/Kg) calices (mg/Kg)

Difenoconazol 0,10 12,40 158,98

Propamocarb 0,01 2,60 14,76

Haciendo un andlisis, buscando observar cuanta seria la cantidad ingerida de este toxico en
nuestros animales, y haciendo la conversién de medidas a cada valor, hablamos que nuestro
extracto se administra a 100 mg/Kg, nuestros ratones en promedio pesan alrededor de 30 g,

para el caso del Difenoconazol se encontraron 158,98 mg/Kg en nuestra FB, lo que equivale a
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0,477 pg/animal de Difenoconazol en nuestra FB a la dosis administrada, y para el caso de
Propamocarb, se encontraron 14,76 mg/Kg en nuestra FB, lo que equivale a 0,0042 pg/animal
de Propamocarb en nuestra FB a la dosis administrada. Para tener una idea del dafio que esto
podria generar en los animales es necesario que se realicen estudios de la FB, evaluando su
biodisponibilidad, para asi conocer de qué manera estos compuestos encontrados en los

calices podrian acumularse en el organismo y generar un dafio.

En los modelos agudos no presentamos ningun cuadro de toxicidad aguda con nuestra FB, sin
embargo, es necesario purificar el extracto si se quisiera usar para futuros analisis, y es

pertinente evaluar su uso en modelos cronicos.

5.2 Modelo de induccion de ulcera por etanol

El etanol absoluto produce lesiones necrosantes en la mucosa gastrica, como
consecuencia de un efecto toxico directo; ain mas si el estbmago ha sido vaciado
completamente, la administracion de una sola dosis de etanol absoluto produce una serie
de lesiones que ocupan un 30-40% de la superficie total de la mucosa, con bandas
hemorragicas necroéticas localizadas fundamentalmente en la zona del cuerpo del
estbmago (Robert, et al., 1979). Lapa y Souccar, sugieren realizar una administracion de
etanol al 75%, en una sola dosis dejando actuar por 1 hora, para posteriormente
administrar los tratamientos, sin embargo, al momento de realizar la estandarizacion del
modelo en nuestro laboratorio, el etanol en esa concentracion generd un dafio de mas del
80% del estbmago de las ratas, siendo las hembras mayormente afectadas en
comparacion con los machos. En ensayos preliminares en ambos sexos, evaluamos
diferentes concentraciones de etanol y logramos estandarizar la administracion para
nuestros animales con etanol al 50%, utilizando solo ratas machos y con un tiempo de
exposicién de 30 minutos. Al momento de realizar la diseccién de los estbmagos se
observaron lesiones hemorragicas en diferentes zonas del cuerpo del estémago, no se
observaron Ulceras, se observo pérdida de pliegues de la mucosa y desprendimiento de la
pared del estémago, el dafio causado por el etanol fue evidente en todos los animales
sometidos a esta sustancia, sin embargo al observar el resultado de los tratamientos, la
fraccion Butanolica del extracto Etandlico de los célices de Physalis peruviana mostré una
relacion curativa en comparacion con los grupos de control de Ulceras. En presencia del
patron Omeprazol se logra un porcentaje de inhibiciéon de Ulcera del 31.85%, esto es de

esperarse, dado que el omeprazol es uno de los medicamentos mas usados en el mercado
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para tratar la enfermedad &cido péptica. En presencia de la fraccion Butandlica, se logra
una proteccion frente al desarrollo de Ulcera, que corresponde a un porcentaje de inhibicion
de Ulcera de 37,41% a dosis de 1 mL/100 g.p.c., esta proteccién pareceria moderada, pero
finalmente frente al dafio causado inicialmente, tenemos proteccion, a pesar de que no
tenemos diferencia significativa entre estos dos tratamientos, nuestro FB se comporta de
manera similar a nuestro farmaco patrén Omeprazol. En diferentes estudios fitoquimicos
se han caracterizado algunos de los componentes del extracto Etanélico de las hojas de
Physalis peruviana, se han descubierto flavonoides, fenoles y saponinas entre otros, estos
compuestos son bien conocidos por su actividad antioxidante, antiulcerosa y antisecretora
en diferentes modelos experimentales de Ulcera gastrica y duodenal (Middleton, et al.,
2000). Se sugiere, ademas, que estos compuestos estimulan la secrecion de moco,
bicarbonato y PGDs fortaleciendo mas la proteccién de la mucosa (Pandian, et al., 2002).
Nuestro estudio nos permite establecer una importante propiedad antiulcerosa de la FB de
los calices de Physalis peruviana, sin embargo, se requieren mas estudios para establecer
su modo de accion, ademas de esto aislar y caracterizar los componentes responsables
de esta accion, para asi tener un panorama mas amplio del mecanismo de accion de la
FB.

Nuestros resultados de la determinacion de moco gastrico indican que tanto el omeprazol
como los célices de Physalis peruviana, no tienen capacidad estimulante sobre la mucosa
para inducir la formaciéon de moco. Nuestro grupo Blanco — (animales sanos) mostro 39,70
pug AB*mL/g de tejido, nuestro grupo con maximo dafio obtuvo 26,80 ug AB*mL/tejido, en
presencia del patron Omeprazol obtuvimos 29,30 ug AB*mL/g de tejido y en presencia de
la FB obtuvimos 28,10 ug AB*mL/g de tejido. Los resultados arrojados, no presentan
estadisticamente una diferencia significativa, sin embargo, nuestro FB estuvo muy cerca

de los resultados arrojados en el grupo tratado con Omeprazol.

En diferentes estudios se ha estudiado la actividad cicatrizante de los calices de Physalis
peruviana, asi como el efecto de sus componentes fitoquimicos sobre la migracién celular
y la capacidad antiinflamatoria (Ramirez, 2015), sin embargo, para el tratamiento de la
gastritis y Ulceras gastricas, se debe contar con una proteccion local a factores irritantes o
Ulceras en el estbmago, esto explicaria la funciéon del moco frente a diferentes agresiones
en la mucosa gastrica. La disminucién de moco y flujo circulatorio provocan irritacion,
acidez y puede llegar a la produccién de Ulceras gastricas. La accion farmacolégica de la

induccién de formacién de moco gastrico es un mecanismo que favorece la regeneraciéon
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del tejido irritado o ulcerado, la cual ha sido documentada en diferentes estudios; la accién
mucoprotectora ha sido demostrada con el uso de antiacidos. Tienen un papel importante
las PGDs, sobre todo el aumento luminal de PGE? que estimula las células de la mucosa,
ademas de esto la formacion de una barrera protectora y el aumento de la actividad
mitética en la pared gastrica (Sandoval, et al., 2002).A partir de nuestras condiciones
experimentales, no encontramos induccion de formacion de moco géstrico tras la
administracion de la FB de los calices de Physalis peruviana, sin embargo, es pertinente
evaluar, en futuros estudios, los diferentes modos de accion de la FB, en modelos de
induccién de Ulcera gastrica, para asi poder conocer, como patrticipa la FB, como protector
en lesiones gastricas ya que en otros estudios se ha demostrado su eficacia.

Al ser el etanol una sustancia altamente irritante a nivel gastrico, es de esperarse que las
lesiones en la mucosa gastrica sean sobre todo hemorragicas el tiempo de accién (30
minutos) del etanol al 50% en nuestros modelos, permite observar histolégicamente
lesiones que no superan mas alla la pared submucosa del estomago. Generar una Ulcera
implica una exposicion cronica de esta sustancia en la mucosa gastrica, en los resultados
histopatol6gicos, sin  embargo se encuentran infiltrados mononucleares vy
polimorfonucleares en la luz géastrica, y en la mucosa profunda de los estébmagos, estos
son dicientes de cambios inflamatorios, histolégicamente los grupos de omeprazol y FB de

calices de Physalis peruviana, no presentan diferencias notables.

5.3 Modelo de induccidn de ulcera por Indometacina

La indometacina pertenece al grupo de los AINES, estos son inhibidores de la
ciclooxigenasa 1, evitando que se metabolicen tanto PGD, como tromboxanos, quienes
estan encargados de los procesos de inflamacion y dolor entre otros, la administracién de
AINES por via oral o parenteral produce frecuentemente lesiones en la mucosa géstrica
caracterizadas por hemorragia en la submucosa y erosiones (Melgar y Méndez, 2013),
estos dafios son causados por diferentes mecanismos, incluyendo un efecto irritante en el
epitelio, supresion de la sintesis de prostaglandinas, interferencia en la hemostasia e
inactividad de los factores de crecimiento, los cuales son esenciales para la defensa y

reparacion del epitelio gastrico (Varas, 2009).
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El modelo de induccion de Ulceras por indometacina en ratones se encuentra descrito en
la literatura con una dosis de 20-40 mg/Kg de peso, con resultados 6ptimos de Ulceras en
la mucosa gastrica, sin embargo, en la estandarizacién de nuestro modelo, esta dosis no
mostro lesiones ni dafio en los estbmagos. La induccion de tlcera con Indometacina a 60
mg/Kg/v.p.o, gracias a que tiene un potencial mayor de ulcerogénesis, mostro en nuestros
animales lesiones erosivas, edema y hemorragia de la mucosa gastrica, no ocasiono
Ulceras en la pared géastrica como muchos estudios lo reportan, pero el dafio superficial se
evidencio en los analisis de histopatologia. En nuestros resultados obtuvimos una
diferencia significativa entre el grupo omeprazol 5,00 y céliz 22,67 puntos, con una
diferencia de 6,67 puntos, los valores encontrados en los estbmagos con maximo dafio
fueron de 27,67 puntos. Esto demuestra que la FB de los célices de Physalis peruviana,
tiene un efecto citoprotector moderado al actuar sobre la lesidn gastrica inducida con
indometacina, disminuyendo los indicadores de congestion, edema y hemorragia, pero en
menor grado que el omeprazol. El efecto gastroprotector y antiulceroso podria explicarse
por la presencia de flavonoides y saponinas encontrados en la especie Physalis peruviana.
Dado que los flavonoides interfieren en el metabolismo de las prostaglandinas
especialmente en PGE2 (Asif, et al., 2015), se podria relacionar con el efecto que ejerce
frente al dafio ocasionado por la indometacina, es pertinente realizar otros estudios para
buscar la ruta de accién de la FB frente a la enfermedad gastrica.

En cuanto al andlisis histopatolégico, no se observé diferencia entre los estbmagos con
maximo dafio y los estbmagos de animales tratados con la FB, el dafio causado en la capa
mucosa, submucosa, muscular y serosa, fue muy similar para los estbmagos tratados con
la FB, y los estbmagos con maximo dafio, encontrando severa Infiltrado de MNs en serosa,
descamacion de epitelio y moderada necrosis de tejido, Infiltrado de MNs y PMNs en la luz
gastrica y focos de hemorragia en la mucosa profunda para ambos casos. Todos estos
cambios son dicientes de inflamacién a nivel de las diferentes capas del estomago. Se
puede decir que la accion del extracto no fue buena, para llegar a regenerar los dafios
causados por la administracion de Indometacina. Es necesario para futuros estudios
analizar el comportamiento de la FB a nivel sistémico, para asi definir de qué manera esta

protege frente al dafio causado por los tratamientos con AINES.
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5.4 Modelo de induccion de ulcera por ligadura pilérica

La hipétesis sobre el mecanismo de produccién de Ulceras causadas por ligadura pilorica
sefiala el atague péptico provocado por la retencion en el estbmago de una abundante
secrecion géastrica sumado a los trastornos circulatorios ocasionados directamente por el

trauma generado al ligar el piloro (Delgado, et al., 2015).

El analisis realizado por el programa ImageJ nos dio un resultado para el grupo de maximo
dafo de 96.20 puntos, nuestro grupo tratado con Omeprazol tuvo una puntuacioén frente al
dafo ocasionado por la ligadura de 7,8 puntos, mientras que nuestro grupo tratado con FB
obtuvo un total de 42,33 puntos de dafio en la mucosa gastrica. Dentro de esta puntuaciéon
evaluamos caracteristicas hemorragicas, cambios de coloracion y de pérdida de pliegues
de la pared del estbmago. La Ulcera causada por ligadura pilérica, en solo su manipulacién
para realizar el procedimiento, genera un dafio a nivel de la pared abdominal; tanto asi,
gue uno de los reportes de histopatologia fue compatible con cambios aparentemente
visualizados en casos de peritonitis. La proteccidn que genera el Omeprazol frente al dafio
fue la esperada, y a pesar de que nuestra FB obtuvo una puntuacién alta, tuvo una
moderada accion frente al dafio ocasionado en este modelo con respecto a la proteccion
generada con el Omeprazol. Sin embargo, su proteccion, y teniendo en cuenta las
condiciones nombradas anteriormente frente a la manipulacién de los estbmagos, se
puede decir que la FB a dosis de 100 mg/Kg de peso, posee un efecto citoprotector con

respecto al dafio causado en la pared gastrica.

El volumen de liquido gastrico obtenido del grupo de maximo dafio fue de 382 pL, para el
grupo patron Omeprazol fue 263 uL, y para el grupo tratado con la FB fue de 260 L, un
volumen muy cercano al obtenido con el Omeprazol, lo que nos muestra que nuestra FB
es efectiva frente a la reduccién de la cantidad de liquido acumulada en el estbmago en
los animales sometidos a ligadura pilérica disminuyendo la distenciébn gastrica vy
favoreciendo la recuperacion de la pared géstrica, esto podria atribuirse a los efectos que
se han encontrado en los compuestos que posee Physalis peruviana actuando sobre los
receptores histaminérgicos y sobre la bomba de protones (Martins J. et al., 2014) . No se
encontraron cambios significativos en el pH gastrico en los grupos evaluados,
manteniéndose todos en estado menos acido frente al dafio ocasionado. El pH del grupo
patron Omeprazol y el grupo de la FB tuvo un valor de medicién de 6.0, mayor que los

grupos blanco y maximo dafio, verificAndose asi la accion del farmaco Omeprazol y de la
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FB frente a la reduccion de la acidez. El pH de los grupos Patron Omeprazol y FB, tuvo

valores &cidos dentro del rango normal, es decir no mostraron variacion.

La evaluacion de la acidez géstrica en el grupo de méximo dafio tuvo un valor de 2,77
mEg/L, el grupo patron Omeprazol tuvo un valor de 1,64 mEqg/L, mostrando su efecto
esperado como reductor de la acidez al inhibir la bomba sodio/potasio, mientras que el
grupo tratado con la FB tuvo un valor de 2,73 mEg/L, con lo cual se deduce que nuestra
FB no tiene un efecto reductor de la acidez generada en el modelo de ligadura pilérica
disminuyendo asi el efecto causado por la pepsina como mecanismo reparador de la
mucosa. Para el tratamiento antiinflamatorio y antiulceroso de la mucosa gastrica se suelen
incluir medicamentos que tienden a reducir la acidez, bloqueando los receptores H? o la
bomba de protones, estos medicamentos suelen cambiar el pH gastrico, desfavoreciendo

la actividad de la pepsina (Henriquez, 2011).

En diferentes estudios en los que se ha evaluado la capacidad antiulcerosa en modelos
con ligadura pilérica de plantas que poseen compuestos similares a los de Physalis
peruviana se han encontrado resultados favorables frente a la disminucién de las lesiones
causadas por la ligadura pilérica en roedores de laboratorio. Los flavonoides, taninos y
saponinas, poseen capacidad antiinflamatoria, muestran actividad sobre el sistema
vascular como aumento de la permeabilidad, favoreciendo la reacciéon protectora frente a

la mucosa gastrica (Varas R. 2009).

El andlisis histolégico no mostr6 diferencia entre los hallazgos encontrados en el grupo de
méaximo dafio y el grupo tratado con la FB, se encontr6 descamacion del epitelio, infiltrados
de MNs y PMNs en la luz gastrica, desorganizacion de las glandulas y disminucién de las
células parietales, focos hemorragicos en la mucosa profunda, y edema en la sub mucosa,
estos cambios se pueden ocasionar con toda la manipulacion que se le realiza al estbmago

para realizar el procedimiento mas el dafio severo que se ocasiona ligando el piloro.
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

e Se dejo estandarizada la técnica adecuada de los modelos para generacion de
Ulcera géstrica en roedores por medio de Etanol al 50%, Indometacina 60 mg/Kg y
ligadura pilorica.

e La fraccibn Butandlica del extracto de los cdalices de Physalis peruviana,
administrada via peroral, presenté efectividad gastroprotectora y capacidad
estimulante sobre la mucosa para inducir la formacion de moco en ratas Wistar con
lesiones gastricas inducidas por Etanol al 50%.

e La fraccion butandlica de los cdlices de Physalis peruviana, tiene un efecto
antiulceroso moderado al actuar sobre la lesién gastrica inducida con indometacina.

e La fraccion butandlica de los calices de Physalis peruviana en el modelo de
induccién de Ulcera por ligadura pilérica tiene una moderada accion antiulcerosa,
correlacionada con una disminucion de acido y no modifica el pH gastrico frente al
dafo ocasionado en este modelo.
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6.2

Recomendaciones

Es necesario obtener un extracto purificado de los calices de Physalis peruviana,
para poder cuantificar dosis por kilogramo de peso, verificando los rangos de
efectividad y ademdas descartar posibles interacciones con respecto al analisis
toxicoldgico que se realiz6é al Material vegetal.

Se debe obtener una caracterizacion de la fraccion Butandlica del extracto
Etandlico de los célices de Physalis peruviana

Es necesario identificar otro método de analisis digital mas sensible a lesiones
gastricas, sin sesgo secundario de pigmentos naturales en el 6rgano a estudiar.
Para evaluar un posible efecto cicatrizante de los calices de Physalis peruviana, es
necesario realizar un modelo de exposicion crénica a la fraccion Butandlica del
extracto Etandlico de los calices de Physalis peruviana.

Realizar un estudio fitoquimico buscando conocer las diferentes sustancias que se

encuentran en la fraccion Butandlica de los célices de Physalis peruviana.
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1. Que el Consejo de la Facultad de Gencias de la Sede Bogotd, en sesidn de julio 31 de 2008 - Acta 24, atendiendo la
nommatividad vigente, estudio y definié s conformacion del Comité Penmanente do Exica di L3 Facultad de Ciancias, para
un periado instaucional de dos (2) atos.

2. Que mediants Acta 09 ded 19 de abvil de 2018 el Consgga de |3 Fandtad de Clendlas de | Sude Bogotd aprobd s
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8.2 Resultados ana
peruviana

lisis de plaguicidas de Physalis

P LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica - Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03
ogota D.C.
- Edificio 451 Oficina 205 tel. 3 16 5000 ext. 14412
www.unal.edu.coflarp
ISO/IEC 17025:2005  Cadigo Documento: RA-A Veersién 6 Fecha Efectiva: 2019-06-04

Q,
i UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

ACREDITADO

REPORTE DE ANALISIS

Solicitante Luis Fernando Ospina
Departamento: Bogota D.C.
Cuidad/Municipio: Bogota D.C.
X 7R 3 Universidad Nacional de Colombia Departamento de Farmacia sede
Direccién:
Bogota
Teléfono: 3165000 Ext 14666
- . Tt Fecha de
Muestra Cédigo LARP: | Tipo y descripcién: Lugar de muestreo 1o
m2013 Capachos de uchuva N.R 2019-06-14
Método de anélisis: Analisis de plaguicidas en frutas tropicales por
método QUEChERS
POE: M-54 Analisis de plaguicidas en frutas tropicales por
método QUEChERS Versién 5.
Numero de muestras: 1
Fecha de analisis: 2019-06-19
| Reporte LARP: 509
Fecha de emisién: 2019-06-28
Fecha de aprobacién por UGC: 2019-06-28

Resultados:
Tabla 1. Limite de cuantificacion del método (LC), resultados obtenidos para la muestra m2013 y limite
méaximo de residuos (LMR) para compuestos que presentan una concentracién mayor al limite de
cuantificacion del método.

LC Resultado LMR
Compuesto Fuente
E (mg/kg) | (mghkg) | (mgrkg)
< http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Iprodion 0,010 1,42 20,00 pesticides-database
2 s http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
L-Cihalotrina 0,030 0,28 0,20 pesticides-database
. . http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Azoxistrobin 0,010 _ 0,83 5,00 pesticides-database
Notas:
1. Los resultados de este informe son exclusivos para la muestra i que a m2013(C hos de
uchuva), y el alcance de los compuestos analizados se describe en la crmzacmn 766
2. El no prest: de Por lo tanto la i de la casilla Lugar de muestreo, es de caracter

informativo y es proporcionada por el cliente.

3. Este documento es de caracter confidencial para el uso de Luis Femando Ospina
4. No puede rep irse total ni parci sin i del
5. La muestra a la que se reﬁere este reporte se mantendra en custodia por un mes luego de la fecha de emision de este
informe. Concluido este periodo se desechara.
6. Los datos asociados con este estudio (evi ias del analisis; curvas de cali ion, etc.) se
en custodia durante 7 afios después de emitido el reporte. Posterior a este periodo seran enviados al interesado o
descartados.
7. Los reportes a partir de del reporte inicial, seran un remplazo total a este o al directamente
anterior.
? o e A NS 2 .
///_)/“: ﬂ cores At s ,% / >
Coordinadopdel Laboratorio ~ Apdlista £ ———
ombre: Jairo ro Guerrero Dallos / Mauncm Huérfano Barco

FIN DE DOCUMENTO
Reporte nimero: 509 Péagina 1 de 1
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LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica-Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03 Bogota D.C.
Edificio 451 Oficina 205 tel. 3 16 5000 ext. 14412

www.unal.edu.collarp
Cédigo Documento: RA Version 5 Fecha Efectiva: 2019-06-04

UNEIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLCMBIA

REPORTE DE ANALISIS

Solicitante Luis Fernando Ospina
Departamento: Bogoté 0.
Cuidad/Municipio: BrgaiiD.C.
: | i Universidad Nacional de Colombia Departamento de Farmacia sede
Direccion:
Bogota
Teléfono: 3165000 Ext 14666
Muestra Cédigo LARP: Tipo y descripcion: Lugar de muestreo Facha da
= ; i recepcion
m2013 Capachos de uchuva N.R 2019-06-14
Método de anélisis: Determinacion de plaguicidas en

material vegetal productos de cosecha
cereales y matrices grasa por el método
QuEChERS y analisis por LC-HRMS

POE: M-64 Determinacién de plaguicidas en
material vegetal productos de cosecha
cereales y matrices grasa por el método
QuEChERS y analisis por LC-HRMS

Version 0.
Niimero de muestras: 1
Fecha de andlisis: 2019-06-19
Reporte LARP: 510
Fecha de emision: 2019-06-28
Fecha de aprobacién por UGC: 2019-06-28

Resultados:

Tabla 1. Limite de cuantificacion del método (LC), resultados obtenidos para la muestra m2013 y limite
maximo de residuos (LMR) en Goosberry para compuestos que presentan una concentracion mayor al
limite de cuantificacion del método.

LC Resultado LMR
Compuesto Fuente
P (mgkg) | (mg/kg) | (mgkg)
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Acephate 0,01 G5 0,01 pesticides-database
Bropamocarh 0,01 2,60 0,01 http://ec.europa._ep/food/plant/pestlmdes/eu—
pesticides-database
Catbandaim 0,01 1.20 0,10 http://ec.europa_gg/food/plant/pestlcndesleu-
pesticides-database
. http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Metalaxyl-M 0,01 0,45 0.30 pesticides-database
Pyrimethanil 0,01 1,20 5.00 http:/lec.europa,gg/foodlplant/pestlcudes/eu-
pesticides-database
Einelimmargh 0,01 0,91 0,01 http://ecAeuropa._eg/food/plan'rlpestlmdes/eu—
pesticides-database
y http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Difenoconazole 0,01 12,40 0,10 pesticides-database ]

Reporte nimero: 510 Pégina 1 de 2
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LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica-Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03 Bogota D.C.
Edificio 451 Oficina 205 tel. 3 16 5000 ext. 14412

www.unal.edu.co/farp
Codigo Documento: RA Version 5 Fecha Efectiva: 2019-06-04

UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Profenofos 0,01 0,04 0,01 http://eoeuropa.gg/food/plantlpesht:ldes/eu—
_pesticides-database

st o ) http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Chlorpyrifos-ethyl | 0,01 0,06 0,01 pesticides-database

Earibucanazel 0,01 0,02 0,05 http://ec.europa._ey/food/plan‘rlpestlcndes/eu—
pesticides-database

Tebliconasols 0,01 0.15 1,50 http://ec.europa._ey/food/plantlpestlades/eu-
pesticides-database

Malation 0,01 0,02 0,02 http://ec.europa. 9g/food/pIant/pesncndes/eu-
pesticides-database

; ; http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Metamidofos 0,01 0,21 0,01 pesticides-database

http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
Procloraz 0,01 0,04 0,05 pesticides-database

Bicadiosirebin 0,01 0,02 3,00 http://ec.europa._eg/food/planf/pestlcvdes/eu—
pesticides-database

Tiacloprid 0.01 0,05 1,00 http://ec.europa.gg/food/plant/pesnmdes/eu-
pesticides-database

Notas:
1.  Los resultados de este informe son exclusivos para la muestra analizada que corresponden a m2013, capachos de uchuva,

y el alcance de los compuestos analizados se describe en la cotizacién 767

2. El laboratorio no presta servicio de muestreo. Por lo tanto la informacion de la casilla Lugar de muestreo, es de caracter

informativo y es proporcionada por el cliente.

Este documento es de caracter confidencial para el uso de Luis Fernando Ospina)

No puede reproducirse total ni parcialmente sin autorizacién del laboratorio.

La muestra a la que se refiere este reporte se mantendra en custodia por un mes luego de la fecha de emision de este

informe. Concluido este periodo se desechara.

6. Los datos asociados con este estudio (evidencias del analisis: cromatogramas, curvas de calibracion, etc.) se mantendran
en custodia durante 7 afos después de emitido el reporte. Posterior a este periodo seran enviados al interesado o
descartados.

7. Los reportes generados a partir de modificaciones del reporte inicial, seran un remplazo total a este o al directamente
anterior.

onhhln

2
/7 W%: Jrpers~ € Ve 7Y :
/ Cgordinadgrfiel Laboratorio / zlf_—.A:?fg% =
‘/éorrysre: Jairo Agturo Guerrero Dallos /j /Norﬁbre: lvan MadricioHuérfano Barco

L L

FIN DE DOCUMENTO

Reporte nimero: 510 Pagina 2 de 2
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LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica-Ciudad Universitana Cr 30 No 45-03 Bogota D.C
Edificio 451 Oﬁcma 205 lel 3 16 50()0 ext 14412

W UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Codigo Documento RA Versnon 7 Fecha Efectiva: 2019-09-30

o

REPORTE DE ANALISIS

Solicitante Luis Fernando Osplq_a~_ - N
Departamento: Bogota D C.
Cuidad/Municipio: Bogota D.C.
Direccién: | Universidad Nacional de Colombia Departamento de Farmacia sede Bogota
Teléfono: 13165000 E Ext 14666 )
Muestra Cédigo ! R Lugar de “Fechade |
! LARP: T:E?_ WDwescnpckirA\ ____muestreo | recepcion
' Extracto etanolico fruto | [
T2037 Extractou :ergetal‘_ﬂ physalis peruviana | N.R 2019-09-23
"Fraccion butanolica fruto
m2038 Extracto vegetal physalis peruviana i NR 2019-09-23
Fraccion butanoiica calices
m2039 Extracto vege??l_ j physalis peruviana B N R ‘ 2019-09-23

e 1

Meétodo de analisis: h " i
i Determinacién de plaguicidas en material vegetal productos de cosecha cereales y mamces grasa por el
L método QUEChERS y analisis por LC-HRMS
{POE !
M-64 Determinacion de plaguicidas en material vegetal productos de cosecha cereales y matrices grasa
por el método QUEChERS y andlisis por LC-HRMS Versién 0.

Numero de muestras: o 13 ) i
Fecha de analisis: s 2019-09-24 !
| Reporte LARP: ,,, e 1524 - |
| Fecha de emision: _ 2019100
Fecha de aprobacion por UGC: T Thoneet 1
Resultados:

Tabla 1. Limite de cuantificacion del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2037.
l [ LC | Resuiltado |

Compuesto Lm ﬁl/kﬂL
Difenoconazol | 0.01
__Pirimetanil. | 0,01 |
i Clorpirifos _; 0.01
L. Benalaxl | 001

Tabla 2. Limite de cuantificacién del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2038

i | LE Resultado !
| Compuesto | okg) | (mgikg) |
| Puimetani 001 T 074
 Difencconazol. 0661 | 026 |

Reporte numero 524 Pagina | de 2
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LABORATORIO DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS LARP
Departamento de Quimica-Ciudad Universitaria Cr 30 No. 45-03 Bogota D C
Edificio 451 Oficina 205 tel 3 16 5000 ext. 14412

Cédigo Documento. R'AV\/'ersx.cSn»‘? Fecha Efectiva: 2019-09-30

Tabla 3. Limite de cuantificacion del método (LC) y resultados obtenidos para la muestra m2039.

| LC ! Resultado !
L(mg/kg) . (mgrkg)
.. 001 | 15898 |

Compuesto

001 | 1475
Carbendazim 001 | 3505
Dimeiomorph 001 | 1608 |
Pirinietanil 001 | 1046
Metalaxil 1 001 I 584 |
Pyraclostrobin ' 001 |  4.70
Tebuconazol | 001 | 266 !
Thiacloprid | i ‘
Cyromazine

Triadimenol
Clothianidin
Profenofos

Acefato
Fenbuconazole |
" Imidacloprid |
. Ciproconazol
Myclobutanil . |
Prochloraz
| _Propiconazol !
[richlorfon
Malation

Notas:
Los resultados de este informe son exclusivos para las muestras analizadas que corresponden a m2037, m2038 y m2038,
{extractos vegetales). y &l alcance de los compuestos analizados se describe en la cotizacion 787

2. El laboratorio no presta servicio de muestreo Por Io tanto la informacién de la casilla Lugar ge muestreo, es de cardcter
informative y es proporcionada por el cliente

3. Este documento es de caracter confidencial para el use de Luis Farnando Ospina)

4. No puede reproducirse total ni parciaimente sin autonzacion de! laboratorio

5 La muestra a la que se refiere este reporte se mantendra en custodia por un mes jueqo de ia fecha de emision de este
informe  Concluido este periodo se desechars

6  Los datos asociados con este estudio (evidencias del analisis. cromatogramas. curvas de calibracion, etc.) se mantendran
en custodia durante 7 aflos después de emitido e! reporte. Posterior a este periods serdn enviados al interesado o
descartados.

7 Los reportes generados a partir de modificaciones del reporte inicial, seran un remplazo total 2 este o al directamente
anterior. .

8. Ellaboratoro no hace declaraciones de conformicad con ningan requisito especificado

/ ‘W f‘»‘mr ;fy/;) %}m %
’ Cogprainador de! Laboratorio Analista
ombre: Jairo rtdro Guerrero Dallos Nombre: Carlos Felipe Agudelo Mayorga

/

FIN DE DOCUMENTO

Reporte nimero: 524 Pégina 2 de 2
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8.3 Datos Modelo Etandlico

Imagenes del estudio

Figura 16 Estomagos disectados en modelo de induccion de Ulcera por Etanol
1. Estomago de Rata sano
2. Estomago de Rata con méaximo dafio causado por Etanol al 50%

3. Estomago de rata tratado con Omeprazol en dafio causado por Etanol al 50%
4. Estomago de Rata tratado con Fraccion Butandlica del extracto Etandlico de calices
de Physalis peruviana en dafio causado por Etanol al 50%

Tomada por: Autor
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Datos evaluacion ImageJ

Tabla 22 Datos puntuacién de ImageJ, lesiones con Etanol

i Area 0 0
Area Lesionada /o_(!e MED.IA % D.E CV(%)
Total(mm2) lesion lesion
(mm2)
BLANCO +
1 542,22 132,05 24,35
2 435,42 266,29 61,16
3 579,83 186,12 32,10 17,58 52,19
4 431,81 60,92 14,11
5 551,47 202,56 36,73
OMEPRAZOL
1 598,18 138,01 23,07
2 455,73 116,74 25,62
3 484,40 123,85 25,57 22,96 3,12 13,61
4 525,56 118,74 22,59
5 516,50 92,73 17,95
FBC

1 599,68 144,91 24,16
2 530,12 69,19 13,05
3 642,68 137,01 21,32 21,09 6,12 29,04
4 538,24 95,61 17,76
5 421,78 122,90 29,14

n=5, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, FBC: 100 mg/Kg
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Datos prueba Alcian Blue
Tabla 23 Datos lectura absorbancia, espectrofotémetro, prueba Alcian Blue
Absorbancia gConc. (mcg/mL) [g de Tejido [Equivalente mcg de alcian/ml/g de tejido Promedio

2 0,09 0,094 0,099 0,094 10,040 0,62 16,193|tubo roto

3 0,123 0,122 0,134 0,126 15,463 0,47 32,901

4 0,132 0,149 0,143 0,141 18,006 0,44 40,922

5 0,111 0,129 0,134 0,125 15,181 0,43 35,304

6 0,147 0,178 0,185 0,170 22,864 0,46 49,705

1 0,131 0,157 0,167 0,152 19,757 0,74 26,699

2 0,154 0,175 0,185 0,171 23,090 0,63 36,651

4 0,108 0,136 0,136 0,127 15,520 0,54 28,740

5 0,1 0,108 0,115 0,108 12,299 0,82 14,999

6 0,125 0,156 0,169 0,150 19,475 0,36 54,096/ rata joven
PATRON

1 0,137 0,157 0,158 0,151 19,588 0,71 27,588

2 0,145 0,165 0,176 0,162 18,828 0,55 34,233

3 0,124 0,152 0,159 0,145 18,627 0,65 28,657

4 0,135 0,17 0,151 0,152 19,814 0,74 26,775 29,3

6 0,142 0,154 0,149 0,148 19,192 0,49 39,168]rata joven
CALIZ

1 0,124 0,148 0,145 0,139 17,610 0,65 27,093

2 0,119 0,128 0,138 0,128 15,802 0,69 22.902)  5g 4

3 0,15 0,169 0,161 0,160 21,169 0,63 33,602 ’

4 0,152 0,174 0,171 0,166 22,130 0,77 28,740

6 0,121 0,136 0,14 0,132 16,480 0,38 43,369]rata joven

n=6, Control -: Control, Control +: Maximo dafio, Patrén: Omeprazol 80 mg/Kg, Céliz: FBC 100

Curva de calibraciéon Alcian Blue

Tabla 24 Datos absorbancia, curva de calibracién Alcian Blue

mg/Kg

Conc. Abs.
(mcg/mL) 1 2 3 prom
0| 0,055]|0,057 0,06| 0,06

12,5| 0,106(0,099 0,10 0,10

25| 0,165]0,161 0,17| 0,17

50 0,330,309 0,32| 0,32

100 0,66 | 0,609 0,63| 0,63
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Abs.

0 20 40 60 80 100 120

Gréfica 12 Curva de calibracion Alcian Blue

Histopatologia

Tabla 25 Resultados de andlisis histopatolégico, modelo de induccioén de ulcera por
Etanol

Modelo Ulcera inducida por Etanol

Blanco | Blanco

() (+) Omeprazol | Caliz
Descamacion del epitelio 1 3 2 2
Moco en laluz 1 1 2 2
Infiltrado MNs en la luz 1 2 1 1
Infiltrado PMNs en la luz 0 2 0 0
Queratina adherida al epitelio 0 3 0,5 0
Focos de congestiéon en la mucosa 0 2 2 2
Hemorragia en la mucosa 0 3 2 2
Focos de hemorragia en mucosa profunda 0 2 1 2
Necrosis del epitelio 0 1 1 0
Desorganizacién de glandulas 0 3 1 2
Disminucion de células parietales 0 2 2 1
Infiltrado de PMNs en mucosa profunda 0 3 2 2
Edema en la submucosa 0 2 1 2
Infiltrado de PMNs en serosa 0 2 1 1
Infiltrado de MNs en serosa 0 2 1 1

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz FB: 100 mg/Kg




ANEXOS 97

8.4 Datos Modelo Indometacina

Imagenes del estudio

Figura 17 Estdbmagos disectados en modelo de induccion de Ulcera por Indometacina
1. Estomago sano de raton
2.Estomago de ratén con maximo dafio causado por Indometacina
3. Estomago de ratén tratado con Omeprazol en modelo de Indometacina

4. Estomago de Raton tratado con fraccion Butandlica del extracto Etanodlico de Physalis
peruviana en modelo de Indometacina

Tomada por: Autor



98 Evaluacién preclinica del posible efecto antiulceroso de los calices de Physalis
peruviana L en pequefios roedores de laboratorio

Histopatologia

Tabla 26 Resultados histopatolégicos para modelo de induccién de Ulcera por

Indometacina

Modelo ulcera inducida por Indometacina

Blanco -

Blanco +

Omeprazol

Descamacion del epitelio

0,5

Moco en la luz

0,5

Infiltrado MNs en laluz

o

Infiltrado PMNSs en la luz

Queratina adherida al epitelio

Focos de congestién en la mucosa

Hemorragia en la mucosa

Focos de hemorragia en mucosa profunda

Necrosis del epitelio

Desorganizacién de glandulas

Disminucién de células parietales

Infiltrado de PMNs en mucosa profunda

Edema en la submucosa

Infiltrado de PMNs en serosa

Infiltrado de MNs en serosa

OO, |O|OFR|OO|O|O|OO|OC|O|F

RPN RIRRINFEINRRNN

OO|NO|OO|OO|O|O|O|O

N[k (k| lo|o|k|k|lo|O|k |k

Blanco -: Control, Blanco +: Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg
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8.5 Datos Modelo Ligadura Pilérica

Imagenes del estudio

Figura 18 Procedimiento quirargico en modelo de induccién de Ulcera por ligadura
pilérica

1. Incision quirdrgica en zona abdominal de Raton
2.Exposicion de estbmago y zona pilérica para ligadura
3. Exposicion de estbmago y zona pilérica para ligadura

4. Cierre de pared abdominal con puntos en cruz

Tomada por: Autor
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Figura 19 Estdmagos disectados en modelo de induccion de Ulcera por Ligadura pilérica
1. Estomago sano Ratén

2. Estomago de Rat6n con maximo dafio causado por ligadura pilérica
3. Estomago de Rat6n con tratamiento con Omeprazol, modelo ligadura pilérica

4. Estomago de Ratdn, con tratamiento con fraccién Butandlica de extracto Etandlico
de célices de Physalis peruviana

Tomada por: Autor
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Titulacién acidez y volumen de liquido gastrico

Tabla 27 Datos de evaluacion de liquido gastrico en modelo de ligadura pil6rica

NaOH 0,082 (N
Fenolftaldeina 20| pL
Muestra 100 | L
Agua destilada 100 | pL
VOLUMEN (pL)

BLANCO MAXIMO DANO | OMEPRAZOL | CALIZ
1 180 650 350 310
2 200 700 226 200
3 30 310 30 340
4 50 180 430 310
5 20 70 280 280
6 70 120

PROM 91,67 382,00 263,20 260,00

Blanco: Control, Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg

Tabla 28 Datos obtenidos de medicién del pH en el liquido gastrico de los estbmagos de

raton
pH
BLANCO | MAXIMO DANO | OMEPRAZOL | CALIZ
1 6 5,5 6,5 6
2 5,5 5 6| 6,5
3 6 6 6,5 6
4 6 6 6,5/ 6,5
5 6 6 6 6
6 6 / / 6,5
PROM 5,92 5,70 6,30| 6,25

Blanco: Control, Maximo dafio, Omeprazol: 80 mg/Kg, Caliz F: 100 mg/Kg
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Tabla 29 Datos obtenidos de medicién de titulacion de acidez en el liquido géastrico de los

estdbmagos de ratdn con ligadura pil6rica

mEq/L ACIDEZ

MAXIMO DANO OMEPRAZOL | CALIZ

1 2,87 1,64| 1,64

2 1,64 2,05| 3,69

3 2,87 1,23| 2,05

4 3,69 1,23| 3,28

5|/ 2,05 2,05

6|/ 3,69
PROM 2,77 1,64| 2,73

Histopatologia

Tabla 30 Resultados histopatolégicos para modelo de induccién de Ulcera por ligadura

pil6rica

Modelo Ulcerainducida por Ligadura pilérica

Blanco

Blanco

+

Omeprazol

Descamacion del epitelio

Moco en la luz

Infiltrado MNs en la luz

Infiltrado PMNSs en la luz

Queratina adherida al epitelio

Focos de congestién en la mucosa

Hemorragia en la mucosa

Focos de hemorragia en mucosa profunda

Necrosis del epitelio

Desorganizacion de glandulas

Disminucidén de células parietales

Infiltrado de PMNs en mucosa profunda

Edema en la submucosa

Infiltrado de PMNs en serosa

Infiltrado de MNs en serosa

RPIFP P OIFRIOI0I0OI0OIrRIOI0OI0|0|0

RIFRININININEFINIFLINEFEININRFPW

RPIFRPIFRPINOIFRIOIFRININIOIOIOININ

NININRINN RPN RN N R NN
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8.6 Imagenes Histopatologia

Figura 20 Descripcion histolégica de estbmago de raton

a Porcidon mucosa, b Porcidon muscular de la mucosa, ¢ Porciéon submucosa, d Porcion
muscular de la pared gastrica, e Porcion serosa

I AL v it o it i iy o s e Sl & s il i

Figura 21 Descamacion severa de epitelio en estbmago de rata, vista 10x
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Figura 22 Focos severos de queratina adheridos al epitelio, vista 10x

+Queratina adherida al epitelio de la mucosa

—

Figura 23 Focos severos de congestion en la mucosa gastrica, estbmago de rata, vista
10x
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Figura 24 Hemorragia severa en la mucosa gastrica, estbmago de rata, vista 20x

1 LA A S AWM IR A -

Figura 25 Disminucién de células parietales gastricas, estbmago de ratén, vista 10x
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Figura 26 Moderada infiltracion de mononucleares en la mucosa gastrica, estbmago de
raton, vista 20x

Figura 27 Severa infiltracion de polimorfonucleares en porcién serosa gastrica, estbmago
de raton, Vista 20x

8.7 Datos estadisticos MiniTab

Para realizar las pruebas paramétricas de ANOVA y Tukey se debe dar cumplimiento a los
supuestos estadisticos, los cuales fueron definidos bajo las hipétesis de prueba

presentadas en la tabla 20.
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Tabla 31 Definicion de hipotesis para supuestos estadisticos

SUPUESTO )
ESTADISITICO HIPOTESIS
NORMALIDAD Hy, = Los datos siguen una distribucion normal.

H, = Los datos no siguen una distribucién normal.
Hy = Todas las varianzas son iguales.

H, = Por lo menos una varianza es dif erente.

Hy, = El orden de los datos es aleatorio.

H, = El orden de los datos no es aleatorio.

HOMOCEDASTISIDAD

INDEPENDENCIA

Con un nivel de significancia a=0.05, se rechaza la hipétesis nula cuando el valor p es
menor al nivel de significancia (Valor p < 0.05) para cada uno de los supuestos, por tanto,
se acepta la hipotesis nula cuando el valor p es mayor o igual a 0.05 (Valor p = 0.05). A
continuacion, se presentan los resultados de los supuestos estadisticos para cada uno de
los tratamientos en los diferentes andlisis realizados. En caso de que no se cumpla alguno
de los supuestos para alguno de los tratamientos dentro de cada uno de los estudios se

deben realizar pruebas no paramétricas.

Tabla 32 Pruebas supuesto de normalidad

NORMALIDAD
Indometacina: los datos obtenidos en todos los tratamientos siguen una distribucion
normal.

w
v

99

w
w

o w
=] (=]
PR
g 5

Porcentaje
Bow oo
3885883 8
Parcentaje
P

o omow
=
*
oo ow
8 & as8dads
-

L

Valerp 0,276 Valorp 0,064

-50 -25 00 5 50 75 00 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 L
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Ligadura Pilérica: los datos obtenidos en todos los tratamientos siguen una
distribucion normal.
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Titulacion Acidez — Volumen: los datos obtenidos en todos los tratamientos siguen
una distribucion normal.
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distribuciéon normal.

Titulacién Acidez : los datos obtenidos en todos los tratamientos siguen una
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Andlisis de Moco en la Mucosa Gastrica: los datos obtenidos en todos los
tratamientos siguen una distribucién normal.
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Andlisis del indice de Lesién en la Mucosa Gastrica: los datos obtenidos en todos
los tratamientos siguen una distribucion normal.
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Tabla 33 Pruebas supuestos de Homocedasticidad

HOMOCEDASTICIDAD

Estudio Valor p | Cumplimiento
Indometacina 0.237 Cumple
Ligadura Pilérica 0.063 Cumple
Titulacién Acidez — Volumen 0.051 Cumple
Titulacion Acidez 0.109 Cumple
Andlisis de Moco en la Mucosa Gastrica 0.494 Cumple
Anélisis del indice de Lesion en la Mucosa 0.119 Cumple
Gastrica
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Tabla 34 Pruebas supuestos de independencia

INDEPENDENCIA

Estudio Valor p Cumplimiento
Blanco- 0.480 Cumple
Indometacina Blanco+ 0.077 Cumple
Omeprazol 0.157 Cumple
Caliz 0.077 Cumple
Blanco- 0.361 Cumple
Ligadura Pilérica Blanco+ 0.513 Cumple
Omeprazol 0.513 Cumple
Céliz 0.157 Cumple
Blanco- 0.077 Cumple
. L, . Blanco+ 0.127 Cumple
Titulacién Acidez - Volumen Omeprazol 0663 Cumple
Céliz 0.724 Cumple
Blanco+ 0.317 Cumple
Titulacion Acidez — Acidez: Omeprazol 0.513 Cumple
Caliz 0.068 Cumple
Blanco- 0.221 Cumple
Andlisis de Moco en la Blanco+ 1.000 Cumple
Mucosa Gastrica Omeprazol 0.317 Cumple
Caliz 0.221 Cumple
Anélisis del indice de Lesion Blanco+ 0.513 Cumple
en la Mucosa Géstrica Omeprazol 0.127 Cumple
Céliz 0.081 Cumple




