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Introduccion

Cuando se habla de inductivismo en sentido amplio o confirmacionismo, se
asocia inmediatamente a Hempel, donde las hipdtesis aparecen como punto de partida
de la investigacion cientifica y no como resultado de ella. Es alli, que, desde la
perspectiva metodologica, en el contexto justificacionista, las hipotesis deben ser
sometidas a contrastacion, para refutarlas o confirmarlas. (Mombru Ruggiero y
Pifieiro, 2017). En este marco confirmacionista, se llevdo a cabo el trabajo de
investigacién de modo original e inédito y acerca de una especie nativa a la que el
conocimiento popular le otorga diversas propiedades, como hepatoprotector y
antiulceroso gastrico entre otras, y que son atribuidos a la especie medicinal y regional
conocida vulgarmente como “peje” o “sombra de toro” siendo su denominacion
taxondmica: Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae), de estatus
nativo en Argentina y autoctona de Provincia de Buenos Aires, Catamarca, Chaco,
Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Jujuy, La Pampa, Mendoza, San Juan, San Luis, Rio
Negro, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe y Tucuman. Pudiendo encontrarla también
en otros paises de América del Sur, como Brasil, Uruguay y Paraguay. (Zuloaga et al.,
2008).

De acuerdo al tipo de investigacion se la clasific6 como descriptiva, y
explicativa. La descriptiva estuvo dada en los diversos supuestos en torno al objeto de
estudio, la descripcion de los diferentes procedimientos que debieron realizarse en
laboratorio, que resultaron en regularidades y como respondieron a las implicaciones
l6gicas. Como explicativa, se presentd hipotesis, para la cual se disefiaron los
procedimientos y técnicas en animales de experimentacion. (Mombri Ruggiero y
Margetic, 2013) Para ello fue necesario la utilizacion de procedimientos, instrumentos
y experimentos que permitio verificar o refutar la hipotesis planteada acerca de las

propiedades medicinales de esta especie vegetal.

Desde el punto de vista de las escalas del proceso de investigacion, se incluye el
trabajo dentro de la escala macro, en la disciplina Farmacoldgica y, a nivel de escala
meso, corresponde a la Etnofarmacologia, centrdndose fundamentalmente en la

evaluacion de la eficacia de drogas tradicionales, integrando una linea de



investigacion, originario del Proyecto 8504 de Ciencia y Técnica de la Facultad de
Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (UNSL),
con una vasta trayectoria. En el marco de dicha linea se vienen desarrollando
actividades tendientes a indagar sobre la actividad, mecanismo de accidn de diferentes
productos naturales de origen vegetal, en animales de experimentacion. (Ynoub,
2015). En relacion al proceso de investigacion en su escala micro, se pudo considerar
tres grandes fases: Fase 1: fase sincrética o de ideacion del objeto; Fase 2: fase analitica
o0 de diseccion del objeto y Fase 3: fase sintética o de reintegracion del objeto. De
acuerdo a lo expresado por Samaja (2003) y que parafrasea a Peirce (1988), en esta
primera fase, se conjugaron varios métodos: de la tenacidad, de la autoridad, de la
reflexion y el método de la eficacia. EI método de la tenacidad nace de manera
intuitiva, de nuestras corazonadas que surge inmediatamente cuando estamos
comprometidos con un tema en especial como es el uso popular de ciertas especies
para uso medicinal, el de las tradiciones que se obtiene por medio del método de la
autoridad, comprendido por aquellos sujetos que son reconocidos por sus antecedentes
y conocimientos, promulgandose como modelos al interior de una comunidad
disciplinaria. Por su parte, a través del método de la eficacia o de la ciencia se reconoce
el conocimiento, a través de una base empirica. Recién en este método se podria

sefialar estar en terreno netamente cientifico. (Ynoub, 2015).

Con respecto a la fase 1, y como se mencion0 anteriormente, se enmarca en una
linea de investigacion que comenzd en sus origenes estudiando la quimica y
aplicaciones de los productos naturales de las plantas, focalizando en los principios
activos antiulcerosos gastricos, en el afio 1985, bajo la direccion del Dr. Oscar
Giordano y donde la misma practica investigativa y profesional generaron nuevos
interrogantes, hacia la basqueda de nuevos principios activos y sus mecanismos de
accion. A través de experiencias ya configuradas y delineadas se organizaron los
antecedentes y marcos teoricos validados, fue necesario previamente, relacionarse por
un lado con la teoria, y por el otro con el quehacer de los investigadores que realizan
una rutina diaria en el laboratorio, involucrarse con sus ideales y que como lo resume

Ynoub (2015) es menester, ademas de conocer, entender la l6gica subyacente.



La busqueda de trabajos cientificos similares, permitié conocer e involucrarse
en experiencias realizados con otra especies herbarias, en trabajos originarios, como
el método descripto por Robert et al. (1979) para la determinacion de actividad
citoprotectora géastrica, el método descripto por Melchiorri et al. (1997) en
experimentacion en modelos in vivo con animales, y el método de Sibila et al. 2007,
para determinar la lesion gastrica en mm?, el de Gilani et al. (1992) relacionado la

hepatotoxicidad inducida por paracetamol.

El estudio de las plantas medicinales ha favorecido un gran desarrollo en la
industria farmaceéutica, representa cada vez mas importancia para la salud pablica, no
solo por la generacion de nuevos principios activos, sino también por la instalacion de
bases cientificas que acreditan los usos que se le atribuyen a estas especies vegetales
en la medicina popular. En este marco se presenta la hipotesis “La especie herbaria J.
rhombifolia conocida popularmente como “peje” posee propiedades medicinales”. A
partir de su confirmacion, se podria avalar el conocimiento y su uso popular al atribuir
una nueva actividad farmacolégica permitiendo ampliar el conocimiento sobre el uso
de plantas terapéuticas. Asi, el objetivo principal de este proyecto es confirmar la
accion protectora hepatica y citoprotectora gastrica del extracto acuoso liofilizado de
las hojas de J. rhombifolia. (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae), con determinacion
de su posible mecanismo de accion como agente citoprotector gastrico. La interfaz
entre la fase 1 y fase 2 estuvo dada por las hipétesis de trabajo, “J. rhombifolia ejerce
actividad farmacolégica como protector gastrico-duodenal frente al efecto
ulcerogénico de etanol”; “Los mecanismos de accidon que participan en su efecto
protector gastrico se debe a la participacién de prostaglandinas, 6xido nitrico y/o
grupos sulfhidrilos” y “a la especie J. rhombifolia se le atribuye en el dmbito
comunitario actividad farmacologica como protector hepatico”. Para la fase 2, o fase
analitica, de las conceptualizaciones a operacionalizaciones, se adoptaron estrategias
empiricas para contrastar las hipétesis sustantivas, para ello, requirié remitirse al
Herbario de la UNSL (institucion estatal de investigacion, docencia, servicios y
extension dedicada al estudio de la flora y vegetacion regionales) y solicitar la
identificacion especie herbaria, la cual fue constada por expertos, la planta medicinal
fue inicialmente recolectada en la Provincia de San Luis, localidad de Fraga,

establecimiento “Los Chafiares”. Se preparo infusion al 10% siguiendo la metodologia



descrita en la VI Ed Farmacopea Nacional Argentina y se liofilizd para su
conservacion. Por otra parte, fue necesario coordinar con el Bioterio de la UNSL,
(entidad que tiene por objetivo regular las actividades relacionadas a la produccion,
cuidado, y uso de los animales, necesarios para la investigacion cientifica
experimental) debiendo contar con las autorizaciones del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales (CICUA) bajo protocolos aprobados N° F-357/21, F-
358/21, F-359/21 y F-360/21. Se utilizaron ratas Wistar (180-200 g, n=6-8 por lote) en
ayunas 24 horas previas a los tratamientos. La fase empirica se dividid en dos etapas,
el de proteccidn géstrica y el de proteccion hepética. Los procedimientos se detallan
minuciosamente en el capitulo de metodologia, aun asi, sintéticamente, en el
laboratorio, el extracto liofilizado se paso6 a solucion de J. rhombifolia al disolver en
agua destilada justo antes de la administracién oral. En el de proteccién gastrica se
procedié a un pretratamiento oral con el liofilizado en diferentes dosis (250, 500 y
1000 mg/kg) el cual produjo una disminucion significativa en la intensidad del dafio
de la mucosa gastrica inducido por etanol, dependiente de la dosis. Se extrajeron los
estbmagos y se inspeccionaron en busca de lesiones en la porcion glandular. Un
escéner examind las muestras y la imagen escaneada se analizé mediante un programa
desarrollado por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos de América Image
J (NIH). Se evalué el papel de las prostaglandinas (PG), los grupos sulfhidrilos (SH)
y el 6xido nitrico (NO). En el ensayo de proteccion hepética, el liofilizado de la
infusién se volvio a disolver en agua y se administraron en dosis de 500 y 1000 mg/kg
y la Silimarina (200 mg/kg) por via oral a los grupos respectivos una vez al dia durante
tres dias. Al tercer dia se suministré paracetamol (640 mg/kg) a todos los grupos
excepto al control, una hora después del respectivo tratamiento. Después de 24 horas
del paracetamol, se recolect6 y se analiz6 el suero para determinar los pardmetros
bioquimicos. En la tercera fase sintética o de reintegracion del objeto, se obtuvo por
resultado que, el pretratamiento oral con J. rhombifolia (250, 500 y 1000 mg/kg)
produjo una disminucién significativa en la intensidad del dafio de la mucosa gastrica
inducido por etanol (p<0,001 vs. etanol). Ademas, la solucion, evitd el dafio inducido
por otros agentes ulcerogénicos: CIH 0.6 N, NaCl 25% y NaOH 0.2 N (p<0.001 vs.
controles). Por otra parte, se interpret6 que la actividad hepatoprotectora de J.

rhombifolia en dosis de (1000 mg/kg) fue comparable con la Silimarina estandar.



Conforme a la matriz de datos, el nivel de anclaje en la matriz de estuvo
representado por las propiedades terapéuticas de las hojas de la J. rhombifolia, la
matriz supra unitaria, por la especie herbaria de uso medicinal, no medicinal y la matriz
subunitaria por los mecanismos de accion que acttan en la proteccion géastrica y la
actividad hepatoprotectora frente a una sustancia toxica como el paracetamol en
animales de experimentacion. (Samaja, 2004) En la actualidad existe poca o
incompleta evidencia cientifica acerca de la accion farmacoldgica de muchas especies
vegetales que son utilizadas en la medicina popular, posiblemente por el arraigo a
ciertas creencias que por el solo hecho de ser productos naturales resultan en ocasiones

inocuos para el ser humano. (Duarte, 2021)

De acuerdo a lo formulado por Teves et al. (2018), la experimentacion
farmacoldgica preclinica en animales de laboratorio con productos obtenidos por
extraccion acuosa de plantas medicinales enteras o de sus partes y cuyo uso en la
medicina popular es fidedigno, resulta, en primera linea, de gran importancia para la
validacion del uso folkldrico, dando bases cientificas que lo acreditan, permitiendo un
acercamiento a la forma de utilizacion por los propios utilitarios. (Teves et al., 2018).
En ello radica el valor que por tradicion cultural se le atribuye a esta especie y que
forman parte en muchas comunidades de un gran valor arraigado a la salud, desde
tiempos ancestrales y que se pretende confirmar en el actual trabajo. Asi, el tratamiento
de la proteccidn gastrica y hepética pueden beneficiarse con la introduccion de terapias
nuevas, basadas en compuestos naturales. Se ha de tener en cuenta que recientemente
se le ha puesto mucha atencién hacia los extractos y compuestos biolégicamente
activos, los cuales son aislados de plantas de uso popular. Relacionado a ello, el uso
de plantas medicinales juega un papel vital en las coberturas basicas de los sistemas
de salud de los paises en vias de desarrollo, pudiendo estas plantas ofrecer una nueva
fuente de productos antibacteriales, antifingicos o antivirales, con una actividad

significativa contra los microorganismos (Pereira Leite et al., 2006)

La presente tesis de maestria comprende 5 capitulos y un anexo; en el capitulo 1
se expone el tema de tesis, el problema de investigacion, justificacion, objetivos,
hipdtesis, marco teorico y estado de la cuestion. El capitulo 2 refiere a aspectos
metodologicos y epistemologicos: las diferentes fases del proceso de investigacion



cientifica, hipotesis, matriz de datos, unidad de analisis, variables e indicadores y la
postura epistémica en la que se apoya el presente trabajo. El capitulo 3 consta del
estudio taxonomico del material vegetal, J. rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek
(Santalaceae), su clasificacion, descripcion boténica, usos medicinales y no
medicinales. A partir del capitulo 4 se describen las determinaciones y contrastaciones
realizadas, tendientes a corroborar la actividad citoprotectora gastrica de J. rhombifolia
(Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae). El capitulo 5 se centra en la confirmacion de la
actividad hepatoprotectora de J. rhombifolia, para ello también fue necesario realizar
diferentes contrastaciones empiricas. Se ha de destacar que el capitulo correspondiente
a la metodologia, asi también como los capitulos 4 y 5 que incluyen la fase empirica
se ha incorporado en cada uno introduccién, desarrollo y resultados y/o conclusiones.
En el anexo se incorpora las resoluciones de aprobacion de los protocolos presentados
al Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA), que
corresponde a cuestiones éticas y normas de uso de animales de experimentacion,
permisos para el estudio de la especie herbaria y resultados parciales presentados en

eventos cientificos.



Capitulo 1
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La medicina tradicional representa un papel importante en la asistencia sanitaria,
principalmente en lo que respecta a la atencion primaria de la salud. La utilizacion de
las plantas medicinales por el hombre constituye uno de los procedimientos que con
mayor frecuencia es aplicada en el ejercicio de la medicina tradicional. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como organismo regidor de la salud a nivel
mundial, promulgé el conocimiento cientifico mediante la promocion y desarrollo de

la instruccidn e investigacion en medicina tradicional.

La OMS define a las plantas medicinales como materias vegetales brutas en la
que incluye hojas, flores, frutos, semillas, tallos, madera, corteza, raices, rizomas u
otras partes vegetales, que pueden estar enteras, fragmentadas o en polvo. (OMS,
2002)

En la Universidad de San Luis, en el marco del Proyecto de Ciencia y Técnica
2-4218 titulado “Evaluacion farmacologica y toxicoldgica de productos naturales” de
la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, se ha venido indagando sobre el
estudio de especies vegetales medicinales, con énfasis en el anélisis de efectos
farmacoldgicos y toxicologicos en animales de laboratorio (principalmente ratas y

ratones), bajo exhaustivos protocolos de experimentacion.

La especie medicinal en estudio se denomina Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.)
Reissek (Santalaceae), conocida vulgarmente como “peje” o “sombra de toro” (Alonso
y Desmarchelier, 2015; De la Pefia y Pensiero, 2004), entre varias otras
denominaciones vulgares; es una especie nativa de América del Sur, que crece en
Uruguay, Paraguay, sur de Brasil y en nuestro pais se extiende hasta la provincia de
Rio Negro; siendo de amplia utilizacion en nuestra medicina popular (Alonso y
Desmarchelier, 2015; Carosio et al., 2008; Chifay Ricciardi, 2001; Furlan et al., 2011;
Goleniowski et al., 2006; Hieronymus, 1882; Hurrell et al., 2011; Lahitte et al., 1998;
1999; Martinez, 2005; Nufiez y Cantero, 2000; Roig, 2001; Toursarkissian, 1980). Es
un arbol o arbusto hemiparasito de estatus nativo, que mide de 2 a 5 metros de altura,
con hojas simples de forma romboidal, color verde oscuro y sendas espinas en sus
vértices; sus flores son pequefias, de color amarillento y presenta un fruto carnoso, el
cual es referenciado como comestible (Alonso y Desmarchelier, 2015; Ratera y Ratera,
1980). La utilizacion de plantas nativas como uso medicinal es tan antigua como la

aparicién de la especie humana y han ocupado un lugar destacado como patrimonio
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cultural por generaciones, siendo el principal recurso terapéutico de muchas

sociedades.

Carl Hempel y Rudolf Carnap integraron el Circulo de Viena, formaron parte
de un movimiento filosofico epistemoldgico que se conocié como neopositivismo o
empirismo logico, pretendian dejar de lado la génesis del saber, para focalizar en la
justificacion de la hipotesis, desde el control empirico de los enunciados
observacionales y la validez l6gica que vincula la hipétesis fundamental con los
enunciados observacionales y al que llamé inductivismo en sentido amplio o
confirmacionismo. También, Carnap coincide con Reinchenbach en la dificultad que
presenta la logica inductiva, al igual que la deductiva, la cual no garantiza una
conclusion verdadera, siendo necesario buscar un método que permita obtener un alto
grado de probabilidad de que la hipotesis sea probablemente verdadera y para llegar a
ello es menester la reiteracion de las consecuencias observacionales (Ambrosini y
Beraldi, 2018)

El actual trabajo pretende confirmar o refutar las hipotesis acerca del uso
medicinal de la J. rhombifolia, a la que se le atribuye propiedad hepatoprotectora
(Alonso y Desmarchelier, 2015; Chifa y Ricciardi, 2004; Hurrell et al., 2011; Karlin
etal., 2017; Lahitte et al., 1998; Martinez, 2011; Raad, 2015) y propiedad antiulcerosa
gastrica (Almeida Schiavon, 2015; Fernandes, 2014; Karlin et al., 2017; Sharry et al.,
2011), con determinacion de su posible mecanismo de accidn como agente
citoprotector gastrico. Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos
ancestrales, su accesibilidad y disponibilidad econémica han permitido ser una

importante base de la medicina tradicional.

De acuerdo a lo planteado por Mombrd Ruggiero (2019), acerca del
confirmacionismo hempeliano, el meétodo hipotético deductivo como método
cientifico no comienza con la observacion, sino con los problemas, estos problemas se
conforman en hipdtesis, a su vez estas hipétesis que son dificilmente contrastadas por
su alto nivel de abstraccion deben encontrar hipétesis derivadas que contengan una
implicacion contrastadora, esto permite pasar del plano tedrico al empirico y confirmar
la hipotesis. Sin embargo, no se desconoce que se podria incurrir en la falacia de
afirmacion del consecuente (FAC) que es una forma invalida de razonamiento: p o q

.g/ ~ p, es decir que partiendo de premisas verdaderas, la conclusion puede ser
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verdadera o falsa, por otro lado, en el método hipotético deductivo desde su
formulacién de hipotesis hasta su contrastacion empirica, hay una serie de pasos, Y,
como advierte Mombri Ruggiero (2019), en el énfasis del control empirico en el
experimento propiamente dicho, como testeo de la hipotesis, las premisas no pueden
ser contrastadas directamente , sino que, la opcidn es realizarlo en forma indirecta, se
puede caer en error, en conclusiones erroneas. En virtud de ello, Hempel (2003)
considera que el someter la hipdtesis a una serie de contrastaciones, que, con resultados
favorables, posiciona al investigador en una situacién un poco mas satisfactoria que al

no haberla contrastado.

En la actualidad existe poca o incompleta evidencia cientifica acerca de la accién
farmacoldgica de muchas especies vegetales que son utilizadas en la medicina popular,
posiblemente por el arraigo a ciertas creencias que por el solo hecho de ser productos
naturales resultan inocuos para el ser humano, y como lo marca el hipotético
deductivismo, se plantearon problemas, se propusieron hipotesis principal e hipotesis
operacionales que permitieron las consecuencias observacionales, mediante recursos
deductivos, el uso de animales de experimentacion y la analogia fisiolégica con la
especie humana, se realizaron diferentes implicaciones contrastadoras, que
permitieron la puesta a prueba de las hipotesis y ello generd resultados. (Mombru
Ruggiero, 2019).

De acuerdo a lo planteado en el parrafo anterior, surgieron las siguientes

preguntas problemas:

¢Laespecie J. rhombifolia posee propiedades como citoprotector gastrico- duodenal y
hepatoprotector? ;Tales actividades pueden demostrarse y confirmarse
cientificamente mediante la experimentacion farmacolégica en animales de
laboratorio? ¢ Cual/es es/son el/los mecanismo/s de accion que participa/n en su efecto

protector gastrico?

La hipotesis que se propusieron con diversos niveles:

X/

% Hipdtesis principal: La especie herbaria “J. rhombifolia” conocida
popularmente como “peje” posee propiedades medicinales como protector
gastroduodenal y hepatico.

«* Hipotesis de trabajo:
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e H 1: J. rhombifolia ejerce actividad farmacoldgica como protector

gastrico-duodenal frente al efecto ulcerogénico de etanol.

e H 2: Los mecanismos de accion que participan en su efecto protector
gastrico se debe a la participacion de prostaglandinas, 6xido nitrico y/o
grupos sulfhidrilos.

e H 3: La infusion de J. rhombifolia posee propiedad hepatoprotector

frente a dosis hepato-toxicas de paracetamol.

Si bien el uso de plantas o sustancias vegetales, con fines medicinales es una
practica milenaria, en las ultima décadas hay una vuelta a su redescubrimiento,
numerosas investigaciones avalan sus propiedades, sin embargo, desde la Idgica
confirmacionista se deben reiterar los experimentos y si se logran un gran numero de
consecuencias observacionales, la hipotesis planteada puede llegar a ser confirmada

con algun grado de probabilidad. (Ambrosini y Beraldi, 2018)

La fitomedicina que comprende el uso de plantas para uso medicinal, es sefialada
cada vez mas por su importancia en el aporte socioecondémico de la salud, y ademas
resulta de interés para iniciar la busqueda de nuevos principios activos que seran Utiles

para la medicina alopatica.

En tal sentido, la medicina tradicional, presenta atributos terapéuticos que en
ciertas culturas son de una gran relevancia, superando ampliamente a la medicina

convencional.
Por su parte la OMS sefala a los medicamentos herbarios como el conjunto de:

[...]Jhierbas, material herbario, preparaciones herbarias y productos
herbarios acabados, que contienen como principios activos partes de
plantas, u otros materiales vegetales, o combinaciones de esos

elementos. (OMS, Medicina Tradicional).

Por otra parte, es necesario que los profesionales de la salud, asi como los
usuarios deban conocer la finalidad, los riesgos y beneficios del uso de plantas
medicinales, ya que favorece no solo a la salud humana, sino a un acercamiento del

saber popular al saber cientifico (Heisler et al., 2015). El estudio de la especie vegetal
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J. rhombifolia, pretende que este estudio genere mayor conocimiento de su uso como

medicamento herbario como protector gastrico y hepético.

El objeto de investigacion son las propiedades medicinales de la especie
vegetal J. rhombifolia conocida con los nombres populares de “peje” o “sombra de
toro”. Para ello fue necesario la contrastacion empirica que permitié validar la
respuesta como protector gastrico y el/los mecanismos de accién como citoprotector
gastrico a traves de inoculacion de la especie herbaria liofilizada por via oral en
modelos experimentales in vivo (ratas Wistar de ambos sexos) con lesiones gastricas
inducidas con etanol absoluto y otros agentes necrosantes. Se valord, ademas, la
actividad hepatoprotectora con diferentes dosis del extracto acuoso liofilizado de J.

rhombifolia inducidas previamente con paracetamol en ratas Wistar.
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Objetivos

Objetivo General

Validar la accion protectora hepatica y citoprotectora gastrica del extracto acuoso
liofilizado de las hojas de J. rhombifolia. (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae), con

determinacion de su posible mecanismo de accion como agente citoprotector gastrico.
Objetivos Especificos

a) Confirmar la capacidad citoprotectora de diferentes dosis del extracto acuoso
liofilizado de las hojas de J. rhombifolia, administrado por via oral, frente a los
modelos de lesiones gastricas inducidas experimentalmente con etanol
absoluto y otros agentes necrosantes en ratas Wistar de ambos sexos.

b) Determinar el/los mecanismo/s de accidn que participa/n en la actividad gastro
protectora.

c¢) Comprobar la actividad protectora de diferentes dosis del extracto acuoso
liofilizado de las hojas de J. rhombifolia, administrado por via oral, frente a un
modelo de hepatotoxicidad producida experimentalmente por paracetamol en

ratas Wistar de ambos sexos.
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Marco Tedrico

La concepcion inductivista fue ampliamente criticada, por destacados
representantes del Circulo de Viena, entre ellos Carnap y Hempel, quienes la Ilamaron
estrecho, version que se conoce también con el nombre de verificacionismo. A estos
epistemologos se les reconoce la autoria de la version del inductivismo en sentido amplio,
se trata de una version mas sofisticada del inductivismo, también conocida como
confirmacionismo. Rudolf Carnap proponia que mas que el enunciado de leyes, el método
cientifico debia establecer “el grado de confirmacion de la hipotesis”. En este sentido,
Rudolf Carnap y Hans Reinchenbach confluyen en que la Idgica inductiva, asi como la
I6gica deductiva no puede en si misma establecer conclusiones verdaderas, siendo la
reiteracion de los experimentos y la obtencion de un amplio nUmero de consecuencias
observacionales verdaderas lo que permite confirmar una hipotesis y obtener un alto grado
de “probabilidad, esta probabilidad permitiria la medicion, consecuentemente, las leyes

tendrian un mayor o menor grado de confirmacion. (Ambrosini y Beraldi, 2018).

Como se mencion6 en el péarrafo anterior, Carl Hempel es uno de los mas
importantes referentes del inductivismo en sentido amplio, o confirmacionismo, se apoya
por un lado en el método hipotético deductivo, que comienza con el planteamiento de
problemas y se conjeturan luego hipétesis debiendo los cientificos tratar de demostrar la
verdad, tratando de no incurrir en la FAC (falacia de afirmacion del consecuente), por el
otro, toma del inductivismo para la justificacion. El verificacionismo o inductivismo
ingenuo o estrecho es llamado asi porque capta la realidad tal cual es, comienza con la
observacion del cientifico a partir de ciertas regularidades que se traducen en enunciados
observacionales, que son tomados por lo verificacionistas como premisa de un

razonamiento inductivo y pretende dar enunciados universales mediante la generalizacion.

El confirmacionismo es una de las formas del método hipotético deductivismo,
dandole una gran relevancia a la contrastacion empirica, la ciencia comienza con
problemas por lo que se formulan hipétesis, se derivan las hipdtesis hasta alcanzar la
implicacion contrastadora, la contrastacion propiamente dicha y los resultados donde se

refuta la hipotesis o se confirma transitoriamente (Mombru Ruggiero, 2019).

A raiz de lo anteriormente expresado, se plantean interrogantes acerca de la
efectividad de los medicamentos naturales, el mecanismo de accion y su toxicidad, a
pesar de todos los adelantos técnicos y cientificos, la medicina actual se enfrenta al

hecho de que un gran porcentaje de la poblacion mundial no tiene posibilidades de
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acceso a ningun medicamento, por causa de situaciones de pobreza en las que han
derivado muchos paises, y también al alto costo de los medicamentos. Esta realidad ha
determinado la aplicacion y planificacion de una serie de acciones por parte de la OMS,

entre ellas:

o promover la seguridad, eficacia y calidad de la medicina tradicional mediante
la ampliacién de la base de conocimientos y la prestacion de asesoramiento
sobre normas reglamentarias y de garantia de la calidad.

o mejorar la disponibilidad y asequibilidad de la medicina tradicional, y
especialmente el acceso de las personas pobres.

o promover el uso terapéutico racional de la medicina tradicional entre los

profesionales y los usuarios. (OMS, 2013, p. 11).

Los esfuerzos que el hombre ha realizado para vencer las enfermedades han sido
siempre apreciables y desde los albores de la humanidad se forjaron los conocimientos
necesarios para la preparacion experimental de medicamentos naturales. En la época
sumeria se elaboré una tabla de arcilla con un listado de productos naturales
medicamentosos, cuyo contenido fue transcripto por Kramer y constituye la
Farmacopea mas antigua que se conoce. Para la elaboracion de sus medicamentos los
sumerios recurrian al uso de vegetales, animales y minerales. Entre los minerales
utilizaban el cloruro de sodio (sal comun) y el nitrato de potasio (salitre); y entre los
productos animales, la leche, la piel de serpiente, la concha de tortuga. La mayoria de
sus medicamentos eran extraidos de vegetales, utilizaban: la casia, el mirtoy el tomillo,

arboles como el sauce, la higuera y la palmera datilera.
Uso de plantas o sustancias vegetales con fines medicinales

La fitomedicina ha adquirido cada vez mas importancia por el aporte
socioeconémico de la salud, ademas resulta de interés para iniciar la busqueda de
nuevos principios activos que serén Utiles para la medicina alopética. En tal sentido, la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia médica
(ANMAT), organismo descentralizado de la Administracién Publica Nacional,
colabora en la proteccion de la salud humana, asegurando la calidad de los productos
de su competencia, es decir de medicamentos, alimentos, productos médicos, reactivos

de diagnostico, cosméticos, suplementos dietarios y productos de uso doméstico. Es
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por ello que, en la disposicion ANMAT N° 2819/2004 (con las modificaciones de la
Disp. ANMAT N° 4844/2005) se aprobaron los lineamientos generales de “Buenas
Préacticas de Fabricacion para Elaboradores, Importadores/ Exportadores de
Medicamentos”, y en su articulo 1° anexo II aporta los lineamientos acerca de la

calificacion y validacion de especialidades medicinales.

La especie J. rhombifolia en un arbol mediano, cuya altura oscila entre 2 y 5
metros, sus caracteristicas: follaje persistente, hoja color verde oscuro con forma
romboidal, con una espina punzante en el apice y con una prominente nervadura
central. Esta especie conocida vulgarmente como “peje” o “sombra de toro”, se ha
utilizado para el uso medicinal, por lo que esta investigacion se orienta
fundamentalmente a validar su accion farmacol6gica como protector gastroduodenal
y protector hepatico. Para ello se utilizaron modelos experimentales in vivo (en
animales de laboratorio). “Se define como animal de laboratorio a todo aquel ser vivo
no humano, vertebrado o invertebrado usado para la experimentacion y otros fines
cientificos” (Romero-Fernandez et.al., 2016). Como se menciond anteriormente, su
uso se debe a la analogia fisiologica con la especie humana y se regula por estrictas

normas éticas nacionales e internacionales.
Funcionamiento del Bioterio

El Bioterio es el lugar donde se aloja los animales de experimentacion, posee
una zona limpia y una sucia, su personal debidamente capacitado y experimentado se
encarga de la crianza, cuidado, mantenimiento y limpieza, debiendo garantizar ademas
un estado perfecto de salud fisica y mental, resguardando su entorno, libre de ruido y
con una temperatura estable, ventilacion e iluminacion, poniendo especial énfasis en
un correcta hidratacion y alimentacion. Para este tipo de actividades, es necesario,
ademas, que cada institucion donde se realice estas practicas cuente con un comité
institucional de cuidado y uso de animales de experimentacion (CICUA). Al igual
modo, para el funcionamiento de Bioterio, se requiere autorizacion de la ANMAT, que
lo reglamenta para la produccion de medicamentos para uso humano, y el SENASA
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria) reglamenta los laboratorios
que realizan estudios toxicologicos, eco toxicologicos y determinaciones analiticas en

productos fitosanitarios, y la Coordinacion de Bienestar Animal del SENASA, estan
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encargadas del bienestar animal en todas sus etapas de produccién (Romero-Fernandez
et al., 2016).

Las diferentes patologias que concierne al tracto gastrointestinal son por sus
caracteristicas fisiopatologicas de dificil prevencion. Enfermedades como el reflujo
gastroesofagico, la ulceracion gastroduodenal, la dispepsia no ulcerosa, la gastropatia
por antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y el sindrome de Zollinger-Elison son
entidades, todas diferentes, pero englobadas conjuntamente bajo la denominacion de
enfermedades relacionadas con el acido. Su etiologia es diversa, pero conllevan un
desequilibrio entre los agentes irritativos locales y los mecanismos protectores del
epitelio digestivo superior. Entre los primeros se destaca la secrecion &cida gastrica y
ademas la infeccion por Helicobacter pylori, los acidos biliares, la pepsina y/o la
frecuente presencia de productos quimicos exdgenos (AINE, cafeina, etanol, etc.).
Como mecanismos protectores cabe destacar la secrecién de mucosidad por parte de
las células mucosas o el bicarbonato, secretado tanto en la region del antro como del
duodeno. Junto a estos factores, la integridad de la mucosa queda asegurada por
mecanismos especificos de reparacion y por la existencia de una vascularizacion
particularmente rica, que proporciona los elementos metabdlicamente necesarios para
asegurar una buena capacidad de resistencia frente a la agresion. Por Gltimo, las fibras
nerviosas, incluidas las sensoriales, y los mediadores como el 6xido nitrico o
eicosanoides como la dinoprostona (PGE:) y la prostaciclina (PGI2) se consideran
esenciales en la regulacion de todos los factores involucrados en la defensa de la
integridad de la mucosa (Esplugues y Marti-Cabrera, 2014).De acuerdo con estos
conceptos, el tratamiento farmacoldgico de la ulcera gastroduodenal va dirigido a
neutralizar o inhibir la secrecion de acido clorhidrico, a reforzar la resistencia de la

mucosa Y facilitar su cicatrizacion (Esplugues y Marti-Cabrera, 2014).

Se conoce como citoproteccion directa a la proteccion de la mucosa gastrica
(gastroproteccion) provocada por la administracion de prostaglandinas exogenas
(Tsukimi y Okabe, 2001). La citoproteccion adaptativa estd mediada por la liberacion
de las prostaglandinas de la mucosa géstrica (Konturek, 1990; Tsukimi y Okabe,
2001).
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Los tratamientos actuales suelen producir efectos secundarios, razon por la cual
se ha incrementado la busqueda y evaluacion de nuevos agentes terapéuticos
provenientes de plantas.

Por otro lado, el efecto hepatoprotector que se pretende validar también con este
trabajo, tiene por objeto proteger al higado de agentes externos e internos, mejorando

el funcionamiento de las células hepaticas, protegiendo al higado de las hepatotoxinas.

Tanto la Etnobotanica como la medicina popular han reportado una variedad de
plantas medicinales, utilizadas en las enfermedades gastrointestinales con efecto
hepatoprotector debido a su alto contenido de compuestos polifenolicos. Por ejemplo,
el Silybum marianum L. posee un efecto hepatoprotector debido a la presencia de
flavolignanos. Dicho compuesto es quizas el mas utilizado por la Medicina Alternativa
Complementaria (MAC) en los tratamientos de enfermedades hepéticas. (Rosales et
al., 2017, p.3).

El higado es un érgano de metabolizacion de diferentes sustancias, ya sean nutrientes
o farmacos. Los productos metabdlicos pueden ser metabolitos activos, inactivos o
toxicos. La toxicidad que producen puede ser hepatocelular o citotdxica, colestasica o
mixta. La gravedad varia desde alteraciones biogquimicas hasta una sintomatologia
moderada, grave e incluso mortal. El paracetamol o acetaminofén es un derivado de la
anilina que posee eficacia antitérmica y analgésica. Es metabolizado hasta el 95% en
el higado. Los principales metabolitos son conjugados con acido glucuronico o sulfato.
Una pequefia fraccion (4-5%) se convierte en la fraccion microsémica utilizando el
sistema de oxidasas mixtas y citocromo P-450, de esta conversion se genera un
metabolito extremadamente reactivo, la N-acetilbenzoguinoneimida, con dosis de
paracetamol muy elevadas, las vias metabdlicas se saturan y la velocidad de formacion
de este metabolito aumenta y provoca una necrosis hepatica (Feria, 2014). Debido a
su toxicidad es utilizado como modelo experimental para investigar la accion
hepatoprotectora de diversos compuestos. Es por eso que se ha elegido al Paracetamol

para evaluar la posible accion protectora de J. rhombifolia.
Estudio en animales de experimentacion

Los estudios farmacologicos demandan el uso de una gran cantidad de

animales de experimentacion. No obstante, debido a presiones econdémicas y sociales
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la tendencia mundial es disminuir gradualmente el uso de animales de laboratorio. El
principio de las 3R, introducido por Russell y Burch (1959) se refiere a reemplazo de
los ensayos con animales por métodos in vitro, reduccion del numero de animales,
mediante el uso de una estadistica apropiada y refinamiento de los ensayos, destinado
a disminuir el sufrimiento de los animales, se ha incorporado progresivamente al
trabajo de los cientificos (Broadhead y Combes, 1996; Mukerjee, 1997).

Los modelos animales utilizados para reproducir las patologias del tracto
digestivo han sido de mucha utilidad para el estudio de la fisiologia, la patologia y la
terapéutica, ya que los modelos in vitro son insuficientes y no contemplan por ejemplo
el metabolismo producido en un animal entero. Las Ulceras pépticas pueden ser
inducidas por manipulaciones fisiologicas, farmacoldgicas o quirtrgicas en varias
especies animales. Sin embargo, la mayoria de los experimentos en estudios de Glcera

péptica se llevan a cabo en roedores: ratas y ratones (Adinortey et al., 2013).

Estado de la Cuestion

Diversos autores han estudiado algunos aspectos de J. rhombifolia. Uno de
ellos esta relacionado con la actividad antibacteriana de extracto de hojas de Ligaria
cuneifolia Tiegh. (Loranthaceae) y J. rhombifolia contra bacterias fitopatdgenas y
clinicas (Soberon et al., 2014). En este articulo se analizaron las propiedades
antimicrobianas de estas especies y se concluy6é que J. rhombifolia no poseia esa

actividad.

Otro trabajo realizado en base a la especie arbbrea es un estudio
morfoestructural en J. rhombifolia, en el cual se aporta informacion sobre
distribucion, estructura de drganos vegetativos y reproductivos, parasitismo,

germinacién y propagacion. (Luna et al.,2003).

Montanha et al. (2009) demostraron propiedades antiulcerogénicas de los
extractos acuosos e hidroetandlicos de partes aéreas de J. rhombifolia a las dosis de
250 y 750 mg/kg bajo aplicacion del modelo experimental de Ulceras gastricas
inducidas por HCl/etanol en ratas Wistar, atribuyeron a la presencia de C-
glicosilflavonoides (2-vicenina, vitexina, orientina y swertisina) la actividad

antiulcerosa manifestada por los extractos vegetales.



20

Por su parte, Toso et al. (2010) informaron que el extracto hidroalcoholico de
J. rhombifolia motivé una reduccion total en el desarrollo de Ulceras gastricas
ocasionadas experimentalmente en ratones por estrés por frio. Este grupo de
investigadores concluyo que los C-glicosilflavonoides son los principales responsables

de la actividad antiulcerosa manifestada por los extractos vegetales.

Asimismo, en otra investigacion se demostrd que el extracto acuoso liofilizado
de las hojas de J. rhombifolia manifestd propiedades antialcohdlicas al ocasionar
una reduccion en el consumo voluntario de etanol en ratas Wistar machos adultas y

machos adolescentes (Teves et al., 2015a; 2015b).

Otra investigacion realizada en relacion a esta especie es “Actividad diurética
de extractos metandlicos de partes aéreas de J. rhombifolia en ratas Wistar” cuyo
objetivo fue evaluar la actividad diurética de extractos metandlicos de diferentes partes
aéreas (hojas, corteza, floema y ramas de aproximadamente tres afios). Los resultados
experimentales demostraron que los extractos metandlicos de las partes aéreas de J.
rhombifolia (hojas, corteza, floema y ramas de aproximadamente tres afios) actdan
como agentes diuréticos en ratas, con un aumento en la excrecion del volumen total de
orina. (Teves et al., 2018).



Capitulo 2
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Fundamentos Epistemoldgicos y Metodologicos

Como se menciono en el capitulo anterior, este trabajo se encuadra dentro de un
programa de investigacion cientifica, integrado por proyectos de investigacion y
actividades cientificas, constituido por un marco epistémico propio, donde interactta
con diferentes unidades de analisis, métodos para abordar el conocimiento, teorias

que forman parte de un nucleo duro de tradicion en investigacion.

Consecuentemente, esta tesis se orientd basicamente al estudio de la especie
vegetal: J. rhombifolia. La utilizacién de herramientas metodoldgicas, diferentes
métodos de investigacion y fundamentos epistemologicos permitieron confirmar
ciertas propiedades terapéuticas que se le atribuyen a esta especie vegetal en el &ambito
comunitario. EIl enfoque abordado en relacion a su objeto y a su determinacion
tedrica correspondid a las fases explicativa y descriptiva. La fase explicativa, sefiala

Mombra:

[...]las investigaciones explicativas estan dirigidas a responder a las
causas de los eventos fisicos o sociales y, por tanto, a proyectar
predicciones que sostengan que, en iguales condiciones sobre un
objeto similar, ciertas causas provocaran tales efectos. (Mombru

Ruggiero y Margetic, 2013, p. 66).

Asimismo, la descripcion sentd las bases para el desarrollo de la tesis, revelando
los diferentes supuestos en torno al objeto de anélisis, y los procedimientos que
debieron realizarse para el logro de la mejor medicién en laboratorio mediante medios

estandarizados en animales de experimentacion.

En relacion a la hip6tesis sustantiva presente en la fase sintética correspondi6 a
“La especie herbaria “J. rhombifolia” conocida popularmente como “peje” posee
propiedades medicinales. La hipdtesis de trabajo presente en esta fase “La especie J.
rhombifolia conocida popularmente como peje, ejerce actividad farmacoldgica como
protector gastrico y duodenal frente al efecto ulcerogénico de etanol.”; “Los
mecanismos de accion que participan en su efecto protector gastrico se debe a la

participacion de prostaglandinas, 6xido nitrico y/o grupos sulfhidrilos” “A la especie
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J. rhombifolia se le atribuye en el &mbito comunitario actividad farmacolégica como

protector hepatico” (Duarte, 2021).

Para el desarrollo del trabajo, fue necesario la utilizacion de procedimientos,
instrumentos y experimentos para confirmar o refutar la hipdtesis planteada acerca de

las propiedades medicinales de la especie J. rhombifolia.

Desde el proyecto de investigacion, a una escala micro se pudo observar tres
grandes fases: la fase sincreética o fase 1, la fase analitica o fase 2 y fase sintética o fase
3, las cuales no tienen secuencia lineal, pero guardan una intensa relacion entre ellas.
En la fase sincrética que se podria llamar como fase acumulativa, se ponen en juego
los métodos de la tenacidad, el método de la tradicion, el método de la reflexion, y el
método de la eficacia o de la ciencia, este tltimo método maés cerca a los problemas de
investigacion, modelos tedricos, incluye los objetivos, y las conjeturas o hipotesis. Por
su parte, la fase analitica se podria llamar de varias formas: fase de fragmentacion,
porque se debe fragmentar para su analisis, fase de orden, en esta fase se debe organizar
los datos del proceso para el tratamiento empirico y su posterior andlisis, fase recursiva
porque permite volver y ajustar sobre la fase 1 en esta fase la integran a partir de la
hipétesis de trabajo, el disefio empirico, el disefio operativo o instrumentalizacién y la
produccion de los datos. La fase sintética, a su vez, se podria llamar también fase de
resumen o producto, porque permite unir la unidad fragmentada en la fase anterior, en
esta fase permite comprender, interpretar el producto nuevo realizado, asi como puede
dar curso a nuevas investigaciones. Asi, en esta fase a partir de los datos obtenidos se
realiza el tratamiento de los mismos y su posterior interpretacion que da lugar al nuevo
objeto (Ynoub, 2007).

Mombru Ruggiero y Margetic (2013) en relacién a la primera fase, también lo
describe como instancias de validacién conceptual, que corresponde a la
profundizacién de conceptos y conocimiento, donde debe estar apoyado en un soélido
aparato critico que respalde los argumentos presentados, con fuentes confiables y
pasibles de contrastacion tedricas y empiricas. La instancia siguiente corresponde a la
fase experimental, en ella se debe asegurar ademas de las fuentes confiables, la mayor
precision en los instrumentos de recoleccion de datos, y adecuado al objeto de estudio

a través de técnicas y criterios bien establecidos con procedimientos logico
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metodoldgico verificados anteriormente. Como fase final, se encuentra la validacion
expositiva en la que se expone e informa en primera instancia a los referentes
inmediatos de la comunidad cientifica y/o académica, la marcha de la investigacion y

los resultados que se vienen obteniendo (Mombru Ruggiero y Margetic, 2013).

En relacion a la matriz de datos, y a diferencia de la propuesta realizada por
Galtung (1968), en el que sostenia que se constituia por tres componentes, Samaja
entiende que la misma, esta compuesta por cuatro componentes: la unidad de analisis
(UA), las variables (V), los valores (V) y los indicadores (1) (Samaja, 2003).

Samaja (2003) sostiene que, todo objeto de investigacion es por si mismo
complejo, en el que se puede identificar como minimo tres matrices de datos: una
matriz central (nivel de anclaje) que en el presente trabajo correspondié a las
propiedades terapéuticas de las hojas de la J. rhombifolia conocida popularmente como
“peje”; una matriz supraunitaria, constituida por los contextos, que estaria dada por
esta misma especie herbaria y su uso medicinal y no medicinal de la J. rhombifolia; y
la matriz subunitaria por los mecanismos de accion que actian en la proteccion

gastrica.

La solucién liofilizada de las hojas del peje correspondié a la variable
independiente: las diferentes dosis administradas: 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg;
donde los “mg” corresponden a la cantidad de extracto acuoso liofilizado de la planta;
mientras que los “kg” se refieren al peso del animal. En el mismo sentido, las variables
dependientes tienen que ver con el efecto/respuesta que estas dosis producen en los
organos estudiados de los animales de experimentacion. Consecuentemente, también
se tuvo en cuenta como variables pertenecientes al grupo control positivo, control de
proteccion (con administracion de carbenoxolona + etanol) y el control, negativo o
control de dafio (con solucién fisioldgica+ el etanol). Asimismo, ante el ensayo
realizado para determinar el efecto del extracto liofilizado de J. rhombifolia, sobre el
dafio hepético experimental inducido por paracetamol., las dosis administradas con el
pretratamiento serian las variables independientes mientras que, las variables

dependientes estarian representadas por el dafio o proteccion hepatica.

En lo que respecta al control de las variables extrafias o contaminadoras, se

advirtié sobre las variables que podrian interferir en la experimentacion, poniendo
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especial cuidado en la recoleccion, en el proceso de la solucion liofilizada, y en las
condiciones de mantenimiento de los animales previo a la contrastacion empirica
(Ynoub, 2007).

En cuanto a las dimensiones de analisis o variables, Ynoub (2007), explica que,
son aspectos, caracteristicas, que se han seleccionado para su estudio; tomando
nuevamente este caso, se detalld en la siguiente Tabla, las variables de estudio, en el

mismo, se determinaron ademas, indicadores y valores (Ynoub, 2007).

Continuando con los indicadores, y haciendo alusion a lo expuesto por Ynoub

Los indicadores tienen precisamente esa funcion: conectar el mundo
inteligible con el mundo sensible, lo empirico con la teoria. No se trata
de una conexion directa (como lo pretendia el empirismo ingenuo):
siempre se interpone alguna operacién (es decir, un esquema de accion)
que hace posible la transduccion entre un plano y otro (irreductibles
entre si) (Ynoub,2007, p.230).

TABLA 1
Matriz de Datos segun la Propuesta de Samaja (2003)
VARIABLE INDICADOR VALOR

*Dosis de solucion liofilizada Area de erosion de la  Lesion géstrica en mm?

de 250 mg/kg mucosa gastrica.

*Dosis de solucion liofilizada Area de erosion de la  Lesion gastrica en mm?

de 500 mg/kg mucosa gastrica.

*Dosis de solucion liofilizada Area de erosion dela  Lesion géstrica en mm?

de 1000 mg/kg mucosa gastrica.

Control negativo Area de erosion de la  Lesion gastrica en mm?

1ml de Solucion fisioldgica mucosa gastrica.

Control positivo Area de erosion de la  Lesion gastrica en mm?

Carbenoxolona 250mg/kg mucosa gastrica

Nota. Validacion gastro-protectora
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Matriz de Datos segun la Propuesta de Samaja (2003)
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VARIABLE

INDICADOR

VALOR

*Dosis de solucién
liofilizada de 500 mg/Kg

GOT (Transaminasa
glutdmico oxalacética),
GPT (Transaminasa

glutamico-piravica) y

FAL (Fosfatasa alcalina).

Valores de las
determinaciones GOT;
GPTy FAL

*Dosis de solucién

liofilizada de 1000 mg/Kg

GOT (Transaminasa
glutdmico oxalacética),
GPT (Transaminasa

glutamico-piravica) y

FAL (Fosfatasa alcalina).

Valores de las
determinaciones GOT;
GPTy FAL

*Control negativo

(Iml de Solucién
fisiologica)

GOT (Transaminasa
glutdmico oxalacética),
GPT (Transaminasa

glutdmico-piravica) y

FAL (Fosfatasa alcalina).

Valores de las
determinaciones GOT;
GPTy FAL

*Control positivo

(Silimarina 200 mg/kg)

GOT (Transaminasa
glutdmico oxalacética),
GPT (Transaminasa

glutamico-piravica) y

FAL (Fosfatasa alcalina).

Valores de las
determinaciones GOT;
GPTy FAL

Nota. Validacion protectora hepatica
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Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, para determinar el grado de lesion
se considerd el propuesto por Khan (2004). Después de realizar una evaluacion visual
macroscopica, las muestras se colocan entre dos ldminas de plastico transparente,
presionando cuidadosamente. Posteriormente se escanean para luego ser analizadas
utilizando un programa desarrollado por el Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos de América (NIH). Concisamente, la imagen escaneada se convierte en escala
de grises, se registra el area de la mucosa total, (Tablal) se resta el area sin lesion y se
mide el area de la lesion gastrica (12 pixeles= 1 mm) (Sibila et al., 2007). Este método
ofrece la ventaja de tener muy bajo costo y una alta eficacia para determinar el area
afectada, por muy pequefias que sean las lesiones. (Paredes, 2017).

Se trabajo con ratas Wistar (150-200 g, seis a ocho animales por lote) agrupadas
en un lote control positivo con administracion de carbenoxolona y el control, negativo
con solucién fisiologica, lotes experimentales que recibieron la solucién liofilizado,

60 minutos previos al agente necrosante.

El etanol es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de Ulceras
gastricas, penetra en la mucosa gastrica debido a la solubilidad en el mucus y expone
a la misma a la accidn proteolitica e hidrolitica del HCI y pepsina. También estimula
la secrecion de acido y reduce el flujo sanguineo provocando dafio microvascular y la
interrupcién del endotelio vascular, favoreciendo una mayor permeabilidad (Buenor
Adinortey et al., 2013).

La carbenoxolona, por su parte, es un derivado del acido glicirricico de la raiz
del regaliz que se utiliza para el tratamiento de las Ulceras del estomago, posee
propiedades protectoras, antiinflamatorias y cicatrizantes. (Pacho Saavedra y Pinol
Jimenez, 2005).

Asimismo, en relacion a la Tabla 2, los animales de experimentacion que
recibieron pretratamiento con J. rhombifolia en dosis de 500 y 1000 mg/kg,
respectivamente, y los grupos control, de acuerdo al protocolo de Gilani et al. (1992)
durante cuatro dias consecutivos y tras la administracion de dosis de paracetamol
hepatotdxicas; se extrajo sangre y se realizaron las determinaciones de GOT, GPT y
FAL, siendo estas determinaciones enzimaticas los indicadores, y los valores los

resultados de los mismos. Como control positivo se utilizé la silimarina, es un
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flavonoglicano extraido de las semillas y el fruto de Silybum marianum (L.) Gaertn.
(Asteraceae) o llamado comunmente cardo mariano, este flavonoide cuyo compuesto
principal es la silibina, sustancia bien documentada y utilizada en animales de
experimentacion, por sus efectos hepatoprotectores contra el estrés oxidativo y contra
la hepatotoxicidad producida por multiples sustancias toxicas (Vazquez Frias et al.,
2013).

Retomando lo expuesto por Ynoub, 2007

[...]son resultado de una historia constructiva. Cuando se disefia un
indicador, el investigador esta asumiendo un compromiso con un cierto
marco conceptual y una matriz epistémica; con una cierta tradicion
investigativa en la que se inscribe (de hecho, es frecuente usar los
indicadores que ya estdn validados en esa comunidad o tradicién
cientifica, o validar los propios por referencia a ellos (Ynoub 2007,
p.267).

Como se ha descripto en el parrafo anterior se ha reproducido experiencias y
protocolos trabajados en numerosas investigaciones, como la de Melchiorri et al.
(1997) en experimentacion en modelos in vivo con animales, y el método de Sibila et
al., 2007, para determinar la lesion gastrica en mm?, el de Gilani et al. (1992) y Robert
et al. (1979). Trabajos como los mencionados forman parte de marco epistémico de
estas investigaciones donde desde hace varios afios se desarrollan actividades que
permiten evaluar la actividad en el tracto gastrointestinal y hepéatico con productos
naturales de origen vegetal, profundizando también en el conocimiento del mecanismo

de accion de aquellos que muestran mayor eficacia.

Conclusion sobre los Fundamentos Epistemoldgicos y Metodoldgicos

Resumiendo, la postura de Hempel se relacion6 con el hipotético deductivo a
través del contexto de descubrimiento, y con el inductivismo con el contexto de
justificacién. Se comenzé con el planteo del problema, se continué con una hipotesis,
en el que se dedujo del mismo la implicacion contrastadora, y se prosigui6 con la
contratacion empirica, concluyendo con la confirmacion del experimento. (Mombru
Ruggiero, 2019)
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“La implicacion contrastadora es un supuesto tedrico que indica lo que deberia
pasar en el plano empirico para que la hipotesis sea correcta, o de lo contrario, para
que sea incorrecta” (Mombru Ruggiero, 2019, p.227). De tal forma, en el trabajo
realizado, la implicacion contrastadora resulté verdadera, por lo que la hipotesis fue

corroborada y su aceptacion es provisoria.

Si H (hipdtesis) es verdadera, entonces también lo es | (implicacién
contrastadora) Pero como se demuestra empiricamente | es verdadera.
Por lo tanto, H es verdadera, ha resultado corroborada y su aceptacion
es provisoria. (Mombru Ruggiero y Pifieiro, 2017, p.272)

Retomando las hipotesis de trabajo “La especie J. rhombifolia conocida
popularmente como “peje”, ejerce actividad farmacol6gica como protector gastrico y
duodenal frente al efecto ulcerogénico de etanol.”; “Los mecanismos de accidon que
participan en su efecto protector gastrico se debe a la participacion de prostaglandinas,
oxido nitrico y/o grupos sulfhidrilos” “A la especie J. rhombifolia se le atribuye en el
ambito comunitario actividad farmacoldgica como protector hepatico.” En relacion a
las hipétesis planteadas, Hempel no desconoce el problema de la confirmacion, como
lo es la falacia de afirmacion del consecuente y que representa una forma de
razonamiento invalida desde el punto de vista de la l6gica deductiva, con premisas
verdaderas y conclusiones que pueden llegar a ser falsas, por lo que no verificaria la
hipétesis. “Asi, el conocimiento cientifico no es un conocimiento probado, sin
embargo, puede representar un conocimiento que es probablemente verdadero”

(Abrosini y Beraldi, 2018, p.349).



Capitulo 3
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Taxonomia de la especie J. rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae).

Este capitulo se refiere a la descripcion del material vegetal, J. rhombifolia
(Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae), su estudio taxonémico descripcion botanica y

su utilizacién medicinal y no medicinal.

Etimologicamente J. rhombifolia probablemente proviene del griego lodokos,
que contiene flechas, derivado de ids, flecha, aludiendo a la forma de las hojas y
rhombifolia, del latin rhombus, rombo y folium, hoja. Es originaria de zonas tropicales
y subtropicales de América, muy comun en Argentina, también se las puede encontrar
en Uruguay, Brasil, Bolivia o Paraguay. (Luna, et al 2017)

Dentro de nuestro pais (Argentina) se la puede encontrar en las provincias de
Catamarca, Chaco, Cdérdoba, Corrientes, Formosa, Jujuy, La Pampa, La Rioja,
Mendoza, Rio Negro, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San Juan, San Luis y
Tucuman (Zuloaga et al., 2008). Esta especie pertenece a la familia de la Santalaceae,
de acuerdo a la base de datos “Tropicos del Missouri Botanical Garden” el género
Jodina Hook. & Arn. ex Meisn. esta representado por esta Unica especie, (Ruiz, et al.
2007)

Esta especie vegetal se clasifica en las siguientes categorias taxonémicas:
Reino: Plantae
Division: Angiosperms
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novéak ex Takht.
Superorden: Santalanae Thorne ex Reveal
Orden: Santalales R. Br. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Santalaceae R. Br.
Género: Jodina Hook. & Arn. ex Meisn.
Especie: J. rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek

Ademas, de acuerdo a la base de datos Trépicos: Celastrus rhombifolius Hook.

& Arn., llex cuneifolia var. bonariensis DC., lodina rhombifolia Hook. & Arn., Jodina
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bonariensis (DC.) Kuntze, Jodina cuneifolia (L.) Miers y Jodina ruscifolia Hook. &
Arn. son considerados sindénimos de Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek
(Trdpicos.org, 2022).

Descripcion Boténica

Es un arbol pequefio o arbusto de 2 a5 m (hasta 8 m) de altura, muy ramoso, de

copa globosa, perennifolio, con ramas inermes y de follaje verde brillante (Figura 1).

Figura 1

Fotografias de Ejemplares de J. rhombifolia

Las hojas son persistentes, simples, alternas, coriaceas, glabras, pecioladas, de
color verde oscuro, margen entero, 3-7 cm de largo y 2-3 cm de ancho, de forma
romboidal y con vértices provistos de espinas (una espina en el apice y dos mas cortas

en cada uno de los vértices laterales); la nervadura central es prominente (Figura 2).

La corteza es de color café rojizo a canela con profundas grietas longitudinales
(Figura 3A). Las flores son pequefias, con pedicelo corto o ausente y agrupadas en
glomérulos axilares densos de 6-15 flores; de color amarillo verdoso, actinomorfa,
hermafrodita, pentameras, perfumada, un disco de néctar alterno a pétalos, con

bracteas y bractéolas carnosas y pubescentes; bractea floral persistente (Figura 3B).
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Figura 2

Fotografias de las Hojas de J. rhombifolia

Figura 3

Fotografias de J. rhombifolia. A: Corteza; B: Flores

Perigonio acampanado, grueso, dividido en 5 tépalos peltados que recubre en
la parte inferior al receptaculo. Estambres: 5, opuestos a los pétalos con filamentos
cortos y anteras grandes, casi cubiertos por una abundante mata de tricomas. Anteras:
introrsas, dorsifijas, bitecas, con dehiscencia longitudinal. Ovario: semiinfero,
unilocular, piriforme, columna placentaria retorcida; estilo: alargado, cilindrico,

dilatado, con borde ligeramente ondulado.

El fruto de J. rhombifolia es considerado como una pseudodrupa, debido a que

la pared del fruto esta constituida por los pétalos persistentes rojizos, junto con el disco
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nectario modificado - “capa carnosa blanca”- méas el mesocarpo esclerificado (Luna et
al., 2017). El fruto es de forma globosa, con epicarpo rugoso, tépalos persistentes que
se abren a su madurez, superficie del exocarpo con cinco secciones (basal y
apicalmente dehiscente), roja, 6-8 mm de diametro (Figura 4) (Cabrera, 1967; Cabrera
& Zardini, 1993; Dimitri, 1987; Kuijt & Hansen, 2015; Lahitte et al., 1999; Rogers et
al., 2008; Zapater, 1993).

Figura 4

Fotografias de frutos de J. rhombifolia

La floracion ocurre solo en invierno y tiene una limitada fructificacion durante
la temporada de primavera (Murriello et al., 1993). Es un arbol que parasita las raices
de especies de diferentes familias: Prosopis alba Griseb.; P. nigra Hieron.; P. caldenia
Burkart; P. flexuosa DC.; P. chilensis (Molina) Stuntz (Leguminosae); Celtis tala
Gillies ex Planch. (Cannabaceae); Schinus fasciculata (Griseb.) 1.M. Johnst.
(Anacardiaceae); Porlieria microphylla (Baill.) Descole, O'Donell & Lourteig
(Zygophyllaceae); Scutia buxifolia Reissek (Rhamnaceae) y Geoffroea decorticans
(Hook. & Arn.) Burkart (Leguminosae) (Amuchastegui et al., 2003; Luna & Giudice,
2005).

Nombres vulgares

2 (13 2 13 bh 13 2 13

En espafiol: “chinchillin”, “chirilin”, “peje”, “quebrachillo”, “quebrachillo

bh 13 bh (13 bh 13 bh (13

flojo”, “quebracho blanco”, “quebracho blando”, “quebracho flojo”, “quichirin”,

2 13 2 13 2 (3 bh 13 2 (13

“quinchilin”, “quinchillo”, “quinchirin”, “quincillo”, “quirilin”, “sangre de toro”,

99 ¢ 99 ¢ 2 e 2 «e

“sauce colorado”, “sombra de toro”, “sombra de toro macho”, “toro-pisombra”, “toro

ratay”, “toro sombreana” (Alonso & Desmarchelier, 2015; Arambarri et al., 2011; De
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la Pefia & Pensiero, 2004; Demaio et al., 2015; Guerrero Maldonado, 2008; Roic &
Villaverde, 2007; Steibel & Troiani, 1996).

En portugués: “cancerosa”, “cancorosa”, “cancorosa de trés espinhos”,
“cancorosade-trés-pontas”, ‘“cancrosa”, ‘“‘concorosa”, “erva-cancorosa”, ‘“erva-

2 (13 2 (13 2 [13

espinheirade-trés-pontas”, “pau-de-sapo”, “quebracho-flojo”, “quirilin”,

2 (13

cancrosa”,
“sombra-de-tolo”, “sombra de touro” (Brido et al., 2016; Coradin et al., 2011; Mentz
et al., 1997; Ribeiro et al., 2017; Seixas de Oliveira, 2008; Simdes et al., 1998). En
Toba: “she’laue” or “naranja late’e” (Martinez, 2011). En Mapuche: “pachahua” in
Mapuche (Alonso & Desmarchelier, 2015). En Pilaga: “pa’Gaiiik” (Filipov, 1994). En
nomenclatura Moqoit: “shichi’labik” (Scarpa & Rosso, 2014).

Usos en la Medicina Tradicional de Argentina

De acuerdo al estudio etnofarmacoldgico de los usos populares de la Jodina
rhombifolia realizado por Teves (2018), en el que indagd sobre los usos medicinales
de esta especie herbaria, en diferentes bases de datos cientificas electronicas Science
Direct, Scopus, PubMed, Springer y SciELO, ademas en Google y Google Scholar,
como articulos publicados en revistas revisadas por pares, tesis, libros y referencias
derivadas de los mismos. Producto de este estudio se elabor6 en tabla 3, descripcion
segun parte de la planta utilizada, su forma de empleo y referencia bibliografica. (tabla
3)

Tabla 3

Usos Etnomedicinales de J. rhombifolia en la Medicina Tradicional Argentina

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO

ABORTIVO Hojas Infusion ~ Hurrell et al., 2011

Hojas ND Trillo et al., 2010
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
ND ND Arias Toledo et al.,
2007; 2009
ADELGAZANTE ND ND Martinez, 2015
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
ANTIALCOHOLICO Frutos Maceracién Furlan et al., 2011
Alonso &
Desmarchelier, 2015;
Hojas Infusion ~ Demaio et al., 2015;
Hurrell et al., 2011;
Lahitte et al., 1998
) ) Martinez Crovetto,
Hojas Decoccion
1981
Barboza et al., 2009;
Hojas ND Martinez, 2005;
Quiroga et al., 2010
Hojas y tallos » )
_ Infusion ~ Martinez, 2015
tiernos
Infusion o
Partes aéreas N Martinez, 2007
decoccion
Arias Toledo et al.,
2007;
Campos, 2014,
ND ND )
Karlin et al., 2017
Raad, 2015;
Sharry et al., 2011
ANTIANOREXIGENO ) Infusion o
Hojas . Martinez, 2011
decoccion
ANTIASMATICO Hojas Infusion  Alonso &

Desmarchelier, 2015;
Hurrell et al., 2011;
Lahitte et al., 1998
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
ANTIBIOTICO Y
CALMANTE )
; ] Infusion o
BUCOFARINGEO Hojas _ Martinez, 2010
decoccion
(para dolor de
garganta)

ANTICATARRAL ND ND Arias Toledo et al., 2007
ANTIDIABETICO Arias Toledo & Trillo,
ND ND

2014
ANTIDIARREICO Alonso &
Corteza Decoccion  Desmarchelier, 2015;
Hurrell et al., 2011
Frutos, hojas y . Goleniowski et al., 2006;
corteza Nunez & Cantero, 2000
) Infusion o
Hojas _ Martinez, 2011
decoccion
Hojas ND Trillo et al., 2010
) Barboza et al., 2009;
Hojas y corteza ND )
Quiroga et al., 2010
Arias Toledo et al.,
ND ND 2007, 2009; Del Vitto et
al., 2010
ANTIGRIPAL ND ND Arias Toledo & Trillo,
2014
ANTIDISENTERICO Corteza Decoccion  Alonso &

Desmarchelier, 2015;
Carosio et al., 2008;
Giménez et al., 2008;
Hurrell et al., 2011;
Lahitte et al., 1998;
Montesano, 1913
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
ANTIDISENTERICO Demaio et al., 2015;
Corteza ND Toursarkissian, 1980;
Verettoni, 1985
Cortezay hojas  Decoccién  Karlin et al., 2017
Barboza et al., 2009;
Hojas y corteza ND Quiroga et al., 2010;
Ratera & Ratera, 1980
Carrizo et al., 2002;
ND ND Raad, 2015
Roig, 2002
ANTIHIDROPICO Hojas Infusién  Lahitte et al., 1998
ANTIINFLAMATORIO Goleniowski et al.,
Frutos, hojas y 2006;
ND
corteza Nufiez & Cantero,
2000
Hojas Infusion ~ Hurrell et al., 2011
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
ND ND Del Vitto et al., 2010
ANTIINFLAMATORIO )
DEL SISTEMA Hojas y corteza  Decoccion Dem-alo etal. 2015
DIGESTIVO Karlin et al., 2017
Hojas y corteza ND Ratera & Ratera, 1980
ND ND Campos, 2014
ANTIINFLAMATORIO Corteza Decoccién  Alonso &
DEL SISTEMA Desmarchelier, 2015
RESPIRATORIO Hojas y corteza  Decoccién Demaio et al., 2015;
Karlin et al., 2017
Hojas y corteza ND Quiroga et al., 2010;

Ratera & Ratera, 1980
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Tabla 3. Continuacion
USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
ANTINEFRITICO Hojas Infusion  Hurrell et al., 2011
ANTIULCEROSO Hojas Extracto  Karlin et al., 2017
ND ND Sharry et al., 2011
ANTITUSIVO Flores ND Carosio et al., 2008
Goleniowski et al.,
Frutos, hojas y 2006;
ND
corteza Nufez & Cantero,
2000
Hojas ST Martinez Crovetto,
2014
Carosio et al., 2008;
Demaio et al., 2015;
Hojas Infusién  Hurrell et al., 2011;
Martinez Crovetto,
1981
Hojas y corteza Bar_boza et al., 2009;
Quiroga et al., 2010
Hojas y ramas INfUSIGN 0 Carrizg et al., 2005
decoccion
Chifa & Ricciardi,
2004;
ND ND Riat & Pochettino,
2015;
Karlin et al., 2017
ANTIVENEREO Barboza et al., 2009;
Frutos ND Quiroga et al., 2010;

Toursarkissian, 1980
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
ANTIVENEREO Carrizo et al., 2002;
ND ND Roig, 2002;
Verettoni, 1985
ASTRINGENTE Alonso &
Corteza Decoccion  Desmarchelier,  2015;
Hurrell et al., 2011
CALMANTE
EN DOLORES )
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
ARTICULARES
EN DOLORES ) Infusion o
Hojas _ Martinez, 2011
ESTOMACALES decoccion
EN DOLORES )
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
MUSCULARES
EN DOLORES )
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
RENALES
CICATRIZANTE Y o
) Aplicacion
DESINFECTANTE Frutos (jugo) Hurrell et al., 2011
externa
DE HERIDAS
CORDIAL Flores ND Carosio et al., 2008
) Goleniowski et al.,
Frutos, hojas y
ND 2006;
corteza
Nufiez & Cantero, 2000
Hojas Infusion  Hurrell et al., 2011
CURATIVO DE Demaio et al., 2015;
BUBONES _ Hieronymus, 1882;
Frutos (aceite) ND

Karlin et al., 2017;
Montesano, 1913
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
CURATIVO DE Frutos (aceite) ND Montesano, 1913
LLAGAS
SIFILITICAS
CURATIVO DE ) Aplicacion  Hurrell et al., 2011,
Fruto (jugo) ]
LLAGAS externa Lahitte et al., 1998
VENEREAS Demaio et al., 2015;
_ Karlin et al., 2017;
Fruto (aceite) ND )
Hieronymus, 1882;
Ratera & Ratera, 1980
DEPURATIVO DE Corteza ND Martinez, 2007, 2015
LA SANGRE Carosio et al., 2008;
Hojas Infusion  Demaio et al., 2015;
Karlin et al., 2017
DIGESTIVO/ ) y Hieronymus, 1882;
Hojas frescas Infusion o
ESTOMACAL Vischi & Arana, 2002
Alonso & Desmarchelier,
) ) 2015;
Hojas Infusién
Hurrell et al., 2011;
Lahitte et al., 1998
Barboza et al., 2009;
uiroga et al., 2010;
Hojas ND Quirog o
Toursarkissian, 1980;
Trillo et al., 2010
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
Hojas y tallos ND Verettoni, 1985
Arias Toledo et al., 2007,
2009;
ND ND Carrizo et al., 2002;

Chifa & Ricciardi, 2004;
Riat & Pochettino, 2015
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
DIGESTIVO/ Roig, 2002;
ESTOMACAL NP NP Sharry et al., 2011
EN AFECCIONES DE
GARGANTA Fruto (aceite) ND Verettoni, 1985
EN AFECCIONES Hojas ND Romeo, 2015
URINARIAS
EN CALCULOS Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
RENALES
EN ENFERMEDADES Corteza ND Martinez, 2007
DE LA SANGRE
EN ENFERMEDADES | Cortezay hojas Decoccion Karlin et al., 2017
HEPATICAS
EN ENFERMEDADES Corteza ND Martinez, 2007
HUMORALES
EN ENFERMEDADES Hojas ND Trillo et al., 2010
RESPIRATORIAS ND ND Arias Toledo et al.,
2009
EN INAPETENCIAS Hojas Infusibn o Martinez, 2011
decoccion
EN LLAGAS Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
BUCALES
EN RESFRIOS ND ND Arias Toledo et al,
2007
EXPECTORANTE ND ND Scarpa et al., 2016
FEBRIFUGO Hojas Infusion ~ Hurrell et al., 2011
HEPATICO/ Hojas Infusion  Alonso &
HEPATOPROTECTOR Desmarchelier, 2015;

Hurrell et al., 2011;
Lahitte et al., 1998
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
HEPATICO/ Hojas Infusion o Martinez, 2011
HEPATOPROTECTOR decoccion
ND ND Chifa & Ricciardi,
2004;
Raad, 2015
HIPOCOLESTEROLE- ] Infusion o )
Hojas y ramas ) Carrizo et al., 2005
MIANTE decoccion
ND Decoccion  Riat, 2016
) Guerrero Maldonado,
ND Infusién
2008
Arias Toledo et al.,,
2007;
ND ND ) )
Riat & Pochettino,
2015
HIPOTENSOR Hojas Infusion  Hurrell et al., 2011
Hojas y corteza ND Barboza et al., 2009
Arias Toledo et al.,
ND ND
2007
HIPOURICOSURICO _ Infusion o _
Hojas y ramas » Carrizo et al., 2005
decoccion
LAXANTE ) ) Montesano, 1913;
Hojas Infusién
Hurrell et al., 2011
Carosio et al., 2008;
Hojas y tallos Infusion ~ Hieronymus, 1882;
Vischi & Arana, 2002
PARA CARCINOMAS Hojas ND Barboza et al., 2009
PARA LA ) )
) Riat & Pochettino,
CIRCULACION DE ND ND 2015

LA SANGRE
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Tabla 3. Continuacion

USO POPULAR PARTE FORMA REFERENCIA
UTILIZADA DE USO
PARA LA TOS . .
Hojas Decoccion  Martinez Crovetto, 2014
CONVULSA
PARA PICADURAS _ ) Aplicacion N
Semillas (ceniza) Filipov, 1994
DE SERPIENTE externa
Semillas Decoccion Filipov, 1994
PREVENTIVO DE
Guerrero Maldonado,
INFARTOS ND Infusién
. 2008
CARDIACOS
PECTORAL ) ] Hurrell et al., 2011;
Hojas Infusion )
Lahitte et al., 1998
Arias Toledo & Trillo,
ND ND
2014
TONICO ND ND Carrizo et al., 2002
USO DERMICO ND ND Chifa & Ricciardi, 2004

Fuente. Descripcidn segun parte de la planta utilizada, su forma de empleo y referencia
bibliogréfica. (Teves,2018)

Usos no Medicinales

Los frutos son mencionados como muy dulces y empalagosos (Granada &

Magarifios Cervantes, 1890), comestibles (Alonso & Desmarchelier, 2015; Ratera &

Ratera, 1980). La corteza se la utiliza como sahumerio (Demaio et al., 2015; Karlin et

al., 2017). Ademas, se menciona su utilizacion en construcciones rdsticas, para

elaborar varas de techo de paja, yugos, ejes de carreta y para limpiar arneses de cuero
crudo (Boelcke, 1989; Demaio et al., 2015; Granada & Magarifios Cervantes, 1890;
Hieronymus, 1882; Karlin et al., 2017; Lahitte et al., 1999).



Capitulo 4
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Evaluacion de la Actividad Citoprotectora Gastrica

En este capitulo se realizan las contrastaciones para la verificacion de la
actividad citoprotectora gastrica de J. rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek

Santalaceae).

Bases Fisioldgicas del Tracto Digestivo

El sistema digestivo comienza en la boca, desciende por el cuello, atraviesa la
cavidad toracica, abdominal y pelviana y se abre al exterior, algo debajo y delante del
coccix. En este trayecto, el sistema digestivo comprende: la boca, la faringe, el
es6fago, el estomago, el intestino delgado, el intestino grueso. Anexo al sistema
digestivo se encuentra también las glandulas salivares, el higado, el pancreas (Tortora
et al.2013)

El aparato digestivo se puede agrupar en dos grandes grupos, el tracto
gastrointestinal y los organos digestivos accesorios. El tracto gastrointestinal, o
también llamado tubo digestivo, es un tubo continuo que se extiende desde la boca

hasta el ano (Tortora et al.2013)

La mucosa, se subdivide en tres capas, el epitelio la primera capa, la segunda
[lamada lamina propia, y la tercera mucosa muscular. La mucosa muestra pliegues
gruesos que se extienden de forma longitudinal y en su superficie se observan
maultiples orificios, denominadas criptas, revestidas por un epitelio de células
cilindricas altas, secretoras de mucina, con nucleos basales, y granulos pequefios
agrupados y relativamente claros que contienen mucus, los que se ubican por sobre el
nacleo de la célula y que cuando se secretan se transforman en el mucus que protege

al epitelio de la acidez de la secrecion estomacal.

En la porcién més profunda de las criptas se encuentran las células mucosas del
cuello, las cuales poseen un menor contenido de mucina y se cree que son las células
de donde parte la diferenciacion hacia células superficiales o hacia las células que
forman parte de las glandulas, caracteristica importante tomando en cuenta que la
mucosa gastrica sufre un recambio total cada 2 a 6 dias (Hall et al., 1994). Este sistema

unico se mantiene por el equilibrio entre proliferacion y apoptosis en las celulas
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epiteliales gastricas, esencial para mantener la homeostasis normal, la morfologia y

fisiologia del epitelio (Amieva y EI-Omar, 2008; Zhang et al., 2016).

La mucosa posee alrededor de 20 millones de glandulas las que varian

dependiendo de la region del estdmago en la que se encuentren:

Glandulas del cardias: Contienen células secretoras de mucina y células
mucosas.

Glandulas géstricas u oxinticas: Se encuentran en el fondo y en el cuerpo del
estdbmago, se dividen en tres sectores: istmo donde predominan las células
mucosas; cuello, el cual posee células mucosas, regeneradoras y algunas
parietales y finalmente la porcién mas extensa de estas glandulas, la base, en
donde se encuentran células parietales, principales y escasas células mucosas.
Glandulas antrales o pildricas: Contienen células endocrinas y células

secretoras de mucus.
Dentro de los principales tipos de células estan:

Células mucosas: forman parte de las gldndulas del cardias y las glandulas
antrales, las que secretan mucus y pepsindgeno 11, pero las células mucosas del
cuello ademas secretan pepsindgeno del grupo I. Estas células son cilindricas
y con nucleo basal, se asemejan a las células del epitelio superficial, pero tienen
granulos de mucina mas grandes y un mayor namero de ribosomas.

Células parietales: en las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina se
identifican por su eosinofilia brillante. Posee invaginaciones que forman
canaliculos que contienen un gran nimero de microvellosidades.

Células principales: son las encargadas de la secrecion de las proenzimas
proteoliticas pepsindgeno | y Il, material precursor de pepsina. Poseen un
citoplasma basofilo. Al ser estimuladas liberan por exocitosis el pepsindgeno
desde sus granulos secretores. Ademas, secretan otras enzimas, entre ellas la
lipasa.

Células endocrinas: tienen forma triangular con pequefios granulos
eosindfilos brillantes que se encuentran en la cara basal, pueden actuar

liberando sus productos a la circulacion sanguinea o al tejido local.
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Factores agresivos y Factores protectores de la Mucosa Géstrica y Duodenal

Las Ulceras se definen como una lesion que penetra en la capa de la mucosa
pudiendo tomar la capa muscular del estbmago o duodeno formando una cavidad con
inflamacion aguda y crénica a su alrededor pudiendo causar sangrado digestivo alto
(Camacho Mora, 2014).

Las Ulceras géstricas y duodenales hoy en dia son un problema global y afectan
a un namero importante de personas en el mundo (Da Silva Junior et al., 2016; Sumbul

etal.,2011). Algunos autores la consideran como la “plaga” del siglo XXI (Ineu et al.,
2008).

La Ulcera péptica es un defecto en la mucosa gastrointestinal que se extiende a
través de la muscular de la mucosa y alcanza la submucosa o las capas mas profundas
(Thomas et al., 2006). Este desorden gastrointestinal es debido a un desequilibrio entre
factores que dafian la mucosa gastrica y los factores protectores (Tabla 4). (Da Silva
Junior et al., 2016).

Tabla 4
Factores Agresivos y Protectores que pueden determinar la Patogénesis de la Ulcera.

Factores agresivos

Factores protectores

Pepsina
Gastrina
Proteasas
Radicales libres
Isquemia
Leucotrienos
Dismotilidad
Etanol (EtOH)
Nicotina
Antiinflamatorios no esteroidales
(AINES).

Estrés

Helicobacter pylori

Oxido nitrico (NO)

Grupos sulfhidrilos (GSH)
Gangliésidos

Prostaglandinas (PG)
Dopamina

Mucus

Bicarbonato

Superoxido dismutasa (SOD)/
Catalasa

Flujo sanguineo de la mucosa
Interleucina

Poliamida
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El consumo de alcohol excesivo generalmente debilita la defensa de la mucosa
gastrica e induce lesiones incluyendo gastritis y Ulcera, con progreso al cancer gastrico
(Li et al., 2016). Existe una etiopatogenia multifactorial en las lesiones que podrian
ser debido a diferentes agentes agresivos ademas del alcohol, como se muestra en
Tabla 4, paralelamente, también existen diversos agentes que protegen la mucosa
gastrica.

Algunos de los factores involucrados en el dafio son (Da Silva Junior et al., 2016):

o Disminucion en la produccion de moco géstrico.

o Disminucion en la diferencia de potencial a través de la mucosa.
o Disminucion en la motilidad gastrica.

o Disminucion en la produccion endégena de GSH.

o Disminucion en la produccion de prostaglandina.

o Disminucion del flujo sanguineo de la mucosa gastrica.
o Aumento en la liberacion de 5-hidroxitriptamina.

o Aumento en la liberacion de histamina.

o Aumento de la salida de sodio y potasio.

o Aumento de la entrada de calcio.

o Aumento en la produccion de leucotrieno.

o Aumento de la isquemia.

o Aumento de la permeabilidad vascular

o Incremento en la generacion de radicales libres.

o Incremento en la difusion posterior del acido.

El alcohol penetra rdpidamente en la mucosa géastrica afectando el mucus y el
flujo sanguineo de la mucosa, causa dafio en la membrana, exfoliacion de células,
inflamacion, erosién, seguido del aumento de la permeabilidad de la mucosa, lo que
permite la liberacion de productos vasoactivos como mastocitos, macréfagos y otras
células sanguineas, provocando un dafio vascular, necrosis y formacion de ulceras
(Melchiorri et al.,1997; Da Silva Junior et al., 2016).



51

Citoproteccion

La citoproteccion es la propiedad que tienen ciertos compuestos como las
prostaglandinas, para proteger varios Organos del aparato digestivo (tracto
gastrointestinal, higado y pancreas) del dafio causado por agentes nocivos (Szabo y
Goldberg, 1990). Robert introdujo por primera vez el término "citoproteccion” en la
fisiopatologia y farmacologia gastrointestinal para la prevencion del efecto necrotico

del etanol, el acido y el alcali mediante dosis no antisecretoras de prostaglandinas.

Aunque el articulo histérico de Andre Robert sobre "citoproteccion gastrica” en
1979, introdujo este nuevo nombre y concepto, los farmacos gastroprotectores (por
ejemplo, sucralfato), que prevenian y/o aceleraban la cicatrizacion de las Ulceras
gastricas sin inhibir la secrecion de acido, fueron conocidos en Japon alrededor de ese
tiempo. Dado que los estudios de Robert se centraron Unicamente sobre las
prostaglandinas (PG), se convirtieron en el centro de la investigacion gastrointestinal

durante mas de 30 afios.

Como productos enddgenos, las PG estan implicadas en la mediacion del efecto
gastroprotector de otras drogas como sofalcona y sucralfato. Otro grupo de sustancias
enddgenas, los sulfhidrilos (SH), investigados en paralelo con PG, también parecen
desempefiar un papel importante en el mecanismo de la gastroproteccion,
especialmente porque los alquilantes de los SH, como la N-etilmaleimida,
contrarrestan practicamente cualquier forma de gastroproteccion. En los términos de
Robert de "prevencion de lesiones mucosas agudas inducidas quimicamente"”, hasta
ahora un unico mecanismo no podria explicar los efectos beneficiosos de diversos
agentes protectores. Szabo argumenta que estas dos sustancias enddgenas, es decir:
PG y SH, ademas de la histamina, son las principales mediadoras en el mecanismo de
la gastroproteccion aguda: PG e histamina, porque como mediadores de la inflamacion
aguda, aumentan la permeabilidad vascular (VP) y los SH eliminan los radicales libres
(Szabo, 2014).

El fendmeno citoproteccion ha sido estudiado principalmente en el tracto
gastrointestinal, particularmente en el estdmago de rata, donde se han identificado dos

tipos de citoproteccion, una directa y otra adaptativa (Konturek, 1990).
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Desde un punto de vista conceptual los mecanismos de defensa se pueden
clasificar a nivel preepitelial, epitelial y postepitelial.

Figura 5
Factores Agresivos y Defensivos de la Mucosa Gastrica.

Factores agresivos
Acido gastrico
Pepsina

AINE (efecto topico)
Helicobacter pylori
Factores b Antiacidos
defensivos

Moco Luz

gastrica

¢ Moco
= y HCO,

de la mucosa

HCOy pH neutro

UL AR Ht" 1R L
! Células

\n
T Antisegre!
| epiteliales

= 1 i 3 Y
A0 0 Qii

Extravasacion leucocitana

Flujo
sanguineo

Microcirculacion

AINE = Inhibicion

¢ Gy gastrica
(efecto sistémico)

mucoso A

Figura 34-1. Factores agresivos y defensivos de la mucosa gastrica. Lugar de accion de los distintos grupos farmacoldgicos utilizados en el
tratamiento de las enfermedades relacionadas con el acido. AINE: antiinflamatorios no esteroideos; NO: dxido nitrico; PG: prostaglandina

Nota. Figura tomada de Veldzquez Farmacologia Bésica y Clinica. 19° Edicion (2019)

Estos niveles son responsables de la integridad de la mucosa, a través de factores
funcionales, humorales y neuronales, siendo ellos: la produccién de mucus, la
secrecion de bicarbonato (HCOz"), secrecion de lipidos, el flujo sanguineo local, como
factores funcionales, la renovacion celular y la produccion de 6xido nitrico (NO) y de
determinadas prostaglandinas (Repetto y Llesuy, 2002), los cuales constituyen los
factores humorales. El déficit de alguno de estos factores, cualquiera que sea la razén,
puede facilitar el dafio de la mucosa del estbmago, aun cuando los niveles de agentes

nocivos no se encuentren aumentados (Figura 5).
Factores funcionales

La motilidad juega un papel importante en la prevencion de las lesiones
provocadas por estrés, asi como por los farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(AINES). Las altas amplitudes de las contracciones y la restriccién temporal del flujo

sanguineo de la mucosa provocadas por los AINEs reducen la resistencia de la mucosa
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gastrica. La hipermotilidad inducida por los AINEs esta relacionada con una
deficiencia de prostaglandinas causada por la inhibicion de la ciclooxigenasa 1(COXy),
lo que sugiere que las prostaglandinas provenientes de la COX; participan de manera
importante en la reduccion de la motilidad géastrica lo que se traduce en una proteccion

para la mucosa géstrica (Tanaka et al., 2001).

La produccion y secrecion de acido en el estbmago cumplen una serie de
funciones fisiologicas y defensivas, ya que permiten la destruccion de
microorganismos presentes en los alimentos, activan la pepsina, enzima que requiere
de un pH é&cido (entre 1.8 a 3.5) para iniciar la digestion de las proteinas; ademas
contribuyen quimicamente a la desintegracion de los alimentos para facilitar su
absorcion en la mucosa intestinal. Esta secrecion acida gastrica se puede producir por
una variedad de factores, relacionados con la ingesta de alimento y el estado cal6rico
del individuo. La secrecién &cida esta regulada por diversos mecanismos nerviosos y
hormonales, que han permitido distinguir en ella tres fases: cefalica, gastrica e

intestinal.

En la fase cefélica estan involucrados mecanismos regulatorios del sistema
nervioso central (hipotalamo y bulbo raquideo) mediados por el nervio vago, mientras
que, en la fase géstrica e intestinal, estan involucrados mecanismos periféricos, a través
de impulsos vagales, que incluyen elementos neuronales, hormonales, paracrinos y

autocrinos.

Se ha demostrado que existe un incremento en el flujo sanguineo de la mucosa
gastrica después de un tratamiento con irritantes suaves. La administracion previa de
un inhibidor inespecifico del 6xido nitrico sintasa (NOS) tal como el N-nitro-Larginina
metil éster (L-NAME) da como resultado un empeoramiento de las lesiones
provocadas por irritantes, lo que sugiere que la microcirculacion tiene un papel muy

importante en la proteccion de la mucosa gastrica (Helmer et al., 2002).
Factores humorales

La importancia de las prostaglandinas enddgenas en la modulacion de los
mecanismos de defensa de la mucosa se hace evidente por diversas observaciones que

apuntan a que los analgésicos no esteroidales que son potentes inhibidores de la
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sintesis de prostaglandinas son capaces de dafiar la mucosa gastrica. La generacion
local de prostaglandinas en la mucosa gastrica es considerada como la responsable de
la adaptacion de la mucosa al ataque de los agentes irritantes (Robert et al., 1979).
Debido a que las prostaglandinas incrementan el flujo sanguineo en la mucosa gastrica
se ha sugerido que el efecto citoprotector se debe, en parte, a respuestas vasculares
ante la presencia de agentes nocivos para la mucosa. Al respecto, se sabe que las
prostaglandinas ademas son capaces de estimular la secrecion de moco y bicarbonato,
y de esta forma incrementar el pH en el epitelio gastroduodenal. También, las
prostaglandinas reducen la secrecion de acido e incrementan la capa de los
fosfolipidos. Estudios microscépicos han revelado que el mayor impacto citoprotector

de las prostaglandinas es a nivel de la submucosa (Atay et al., 2000).

Por otro lado, Ng -nitro-L-arginina (L-NNA) y el L-NAME inhiben la accién
citoprotectora, por lo que se considera que el NO tiene un papel muy importante en el
mantenimiento de la integridad de la mucosa, ya sea provocando vasorrelajacion o

promoviendo la sintesis de prostaglandinas (Tsukimi y Okabe, 2001).

El mecanismo por el cual NO activa la COX permanece aun indefinido, las
posibilidades son: 1) efecto antioxidante: el anion superéxido (O?%) es generado
durante la activacion de la COX, se ha postulado que estd involucrado en una
autoinactivacion de la enzima COX. EI NO interacttia con el 0%y limita las cantidades
necesarias del radical para generar la auto-inactivacion. 2) formacion de nitrosotioles:
el NO nitrosila residuos de cisteina en el dominio catalitico de la COX, la formacion
de los nitrosotioles, pueden provocar un cambio en la estructura de la enzima lo que
da como resultado un incremento en la eficacia catalitica de la enzima. 3) generacion
de peroxinitritos: cuando la cantidad de NO y O? interactGian y forman la molécula
citotoxica peroxinitrito que al descomponerse genera el OH "el cual interactda con la
COX'y provoca un cambio conformacional en la enzima, dando como resultado final

un incremento en la actividad catalitica de la COX (Salvemini, 1997).
Factores neuronales

Existe una influencia significativa de las terminaciones del nervio vago y del

plexo intramural del tracto digestivo. Las terminaciones nerviosas en el estbmago



ESTUDIO SOBRE EL USO MEDICINAL DE PLANTAS NATIVAS

55

liberan acetilcolinay peptido liberador de gastrina. La accion de ambas es directa sobre
la célula parietal y mediada a traves de la secrecion de gastrina por las células G y de

histamina por las células enterocromafines 2.

Modelos experimentales de induccion de Ulceras: anatomia del estomago de rata

y raton

El estdbmago es la parte dilatada del tubo digestivo comprendida entre el eséfago
y el intestino delgado. Como puede observarse el estdmago se divide en tres partes,

denominadas como fundus, corpus (cuerpo), y el antro (Figura 6).

El fundus es la seccién del estomago, que estd formada por la curvatura mayor.
El cuerpo (corpus) constituye la principal region central del érgano, y el piloro, junto
con el antro constituye la tltima parte que vacia el contenido del estbmago al duodeno
(Cook, 1965).

Figura 6

Regiones del Estomago de Rata y Ratdn

estomago

'{,if‘—‘----parte aglandular

esofago———> - % ﬂ <-—curvatura

curvatura—-—> £y mayor
menor - o
- g*——-—pane glandular
A n
" _<——duodeno

capas musculares
(oblicua, circular y longitudinal)

Nota. Configuracion del estomago. Universidad de Ciencias Veterinarias UBA.2009

En general, los experimentos preclinicos deben realizarse in vivo y apoyarse,
cuando sea posible, con estudios in vitro para explorar los mecanismos de accion de
los farmacos candidatos con actividad citoprotectora.
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Las Ulceras pépticas pueden ser inducidas por manipulaciones fisioldgicas,
farmacoldgicas o quirurgicas en varias especies animales. Sin embargo, los

experimentos mas avanzados se realizan en roedores.

Todos los modelos animales in vivo pueden usarse para investigar las
propiedades preventivas o curativas de medicamentos o farmacos dependiendo del
momento de induccidn de la Ulcera péptica. Para estudios preventivos, es aconsejable
pretratar los animales durante al menos dos semanas antes de administrar el agente
ulcerogénico para inducir la Glcera péptica, luego se miden las Ulceras con el indice
adecuado para determinar el grado de prevencion que se alcance. En el caso de los
modelos curativos, posterior a la induccion de las Ulceras, los animales son tratados
durante por lo menos dos semanas seguidas, midiendo las Ulceras con el indice
apropiado para determinar el grado de curacion de las Ulceras. Al emplear estos
modelos, es aconsejable decidir sobre un disefio experimental apropiado.
Recomiendan que, para los estudios, se utilicen en un minimo de seis animales por

cada grupo (Buenor Adinortey et al., 2013).
Método de cuantificacion de Ulceras

Existen varios métodos para cuantificar macroscopicamente el tamafio de las
Ulceras, entre estos tenemos, los cuantitativos no sisteméaticos como lo son la suma de
las longitudes de las lesiones o él indice de Ulcera en el cual se multiplica el largo por
el ancho para obtener su area. Como puede apreciarse, el problema de estos métodos
es que debido a las formas irregulares que presentan las Ulceras, hay areas que se
pierden. También existen los métodos sistematicos, en los cuales las muestras son
colocadas en una ldmina cuadriculada, midiendo asi su tamafio, ya sea a simple vista
0 Con un microscopio o estereoscopio, las desventajas de estos métodos son que, si
bien se obtiene una mejor cuantificacion del area, toman mucho tiempo, y en el caso
del que emplea un estereoscopio, queda fuera del alcance de los laboratorios pequefios
(Khan, 2004).

Otro metodo innovador es el propuesto por Khan (2004). Despuées de la
evaluacion macroscopica, las muestras se colocan entre dos laminas de plastico

transparente, presionando cuidadosamente. Posteriormente se escanean para luego ser
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analizadas utilizando un programa desarrollado por el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos de América (NIH). En resumen, la imagen escaneada se convierte en
escala de grises, se registra el area de la mucosa total, se resta el area sin lesion y se
mide el area de la lesion gastrica (12 pixeles= 1 mm) (Sibila et al., 2007). Este método
ofrece la ventaja de tener muy bajo costo y una alta eficacia para determinar el area
afectada, por muy pequefias que sean las lesiones.

Posibilidades de intervencion farmacologica

El tratamiento de las lesiones mucosas estd centrado en la inhibicion de la

produccion del HCI con los inhibidores de la bomba de protones (IBP).

En funcion de los mecanismos, la accion farmacologica se clasifica de la

siguiente manera (Esplugues y Marti-Cabrera, 2014):

e Inhibidores de la secrecién acida: IBP, antihistaminicos H2.
e Neutralizantes de la secrecién acida: antiacidos.

e Protectores de la mucosa: sales de bismuto coloidal, sucralfato, analogos de las

prostaglandinas.

e Tratamiento erradicador de H. pylori.
Terapéutica de la ulcera géstrica

Los tratamientos farmacoldgicos para tratar la Glcera péptica se basan en la
restauracion del desequilibrio, a fin de reducir y/o inhibir en el estdbmago, la secrecion
acida y pepsina, favoreciendo o promoviendo los mecanismos protectores de la
mucosa gastrica, aumentando, por ejemplo, la secrecion de mucus, bicarbonato y el
flujo sanguineo, que permite reforzar la mucosa y facilitar su cicatrizacion (Tabla 5).
(Esplugues y Marti-Cabrera, 2014).

La carbenoxolona es un antinflamatorio y citoprotector y su mecanismo de
accion esta relacionado con el aumento de prostaglandinas, por el cual estimula la
produccién de moco a nivel local. Es utilizado para el tratamiento de las Ulceras del

tracto digestivo, especialmente en el estbmago. (Alvarado Alva, 2003)
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Principales Farmacos Empleados en el Tratamiento de Ulcera Géstrica

MECANISMO FARMACOS
DE ACCION
Inhibidores de la Antiacidos Bicarbonato sédico,

acidez gastrica

Carbonato célcico, Hidréxido
de aluminio, Hidréxido de
magnesio, Almagato,

Magaldrato

Inhibidores de la
secrecion acida

gastrica

Antagonistas de receptores Hz de

histamina

Cimetidina, Famotidina,

Nizatidina, Roxatidina

Antagonistas de receptores

muscarinicos

Anticolinérgicos, Pirenzepina

Inhibidores de la H"K* atpasa

Omeprazol, Lansoprazol,
Pantoprazol, Rabeprazol

Agonistas de los receptores de la

somatostatina

Analogos de la somatostatina

Farmacos con
efecto
antisecretor y
protector de la

mucosa gastrica

Prostaglandinas y andlogos

Prostaglandinas PGE1 y PGEZ2,
Misoprostol, Emprostil
Arbaprostil, Acexamato de

cinc

Farmacos con
efecto protector
sobre la mucosa

gastroduodenal

Sucralfato, Carbenoxolona,

Sales de bismuto coloidal

Fuente. Alvarado Alva JC. Manual de farmacologia; 2017
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Tratamiento alternativo: uso de plantas medicinales

El uso de las plantas medicinales se remonta a tiempos remotos, ya que en ellas
se encontraban alivio para diversas dolencias y curacion de varias enfermedades, el
hombre aprendid a buscar drogas en la corteza, frutas, semillas, y diversas partes de
plantas. ElI conocimiento de las plantas medicinales se desarrolla junto con la
evolucidn del progreso social y cientifico. EI aumento de la prevalencia de patologias
gastro enterales en la poblacion y la necesidad de disminuir los signos y sintomas que
estas enfermedades producen, han sido un gran desafio para el desarrollo de nuevos
medicamentos seguros para la poblacion, estudiandose también, alternativas naturales

que ayuden a curar o prevenir el desarrollo de esta patologia y sus efectos.

Durante los ultimos afios ha ido creciendo el interés en terapias alternativas y el
uso de productos naturales, especialmente derivados de plantas, ya que son fuentes
atractivas de nuevas sustancias que permitan el desarrollo de farmacos alternativos
para el tratamiento de Ulceras gastricas. La lista de compuestos de origen natural que
se usan en la medicina tradicional de varios paises por poseer actividad
gastroprotectora es amplia. Entre los compuestos estudiados, que poseen actividad
sobre la Ulcera gastrica o duodenal se encuentran flavonoides, triterpenos, diterpenos,
alcaloides y glicosidos (Repetto y Llesuy, 2002). La mayoria de los compuestos
gastroprotectores de origen natural ejercen su accion mejorando o favoreciendo los
mecanismos de defensa de la mucosa gastrica, por ejemplo, aumentando la secrecién

de mucus o el nivel de prostaglandinas.

Actualmente, segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 80% de la
poblacion mundial recurre a la medicina tradicional para atender sus necesidades
primarias de asistencia médica (Rashid et al., 2016). La terapéutica tradicional se basa
sobre todo en el empleo de extractos o principios activos de las plantas. Los estudios
de la OMS muestran que son muchas las personas que utilizan plantas medicinales,
ademas nos muestra que los paises desarrollados también dan uso a principios activos
procedentes de plantas. Se han reportado trabajos etnofarmacoldgicos sobre la
medicina popular en Argentina, en los cuales se informa que un nimero diverso de
especies de plantas poseen propiedades para el tratamiento de patologias del tracto

digestivo, entre las especies mas relevantes se encuentran: Parkinsonia praecox (Ruiz
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& Pav.) Hawkins (Fabaceae), Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae),
Lepidium didymum L. (Brassicaceae), Gentianella multicaulis (Gillies ex Griseb.)
Fabris (Gentianaceae), Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants
(Amaranthaceae), Clinopodium odorum (Griseb.) Harley (Lamiaceae), Clinopodium
gilliesii Kuntze (Lamiaceae), Bidens pilosa L. (Asteraceae), Artemisia douglasiana
Besser (Asteraceae), Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (Verbenaceae), Aloe
vera (L.) Burm.f. (Asphodelaceae), Picrasma crenata Engl. (Simaroubaceae),
Buddleja globosa Hope (Scrophulariaceae), Alternanthera pungens Kunth
(Amaranthaceae), Plantago major L. (Plantaginaceae), Erigeron bonariensis L.
(Asteraceae), Capparis atamisquea Kuntze (Capparaceae), entre otras (Teves et al.,
2015c¢). El efecto gastroprotector fue determinado a través de modelos de bioensayos
usados para probar extractos de plantas contra las Glceras, en donde se usan HCI/EtOH,
EtOH, indometacina, y ligadura del piloro como agentes inductores de lesiones
gastricas (Falcdo et al., 2008).

Fase Experimental

Primera contrastacion empirica: Determinacion de la actividad citoprotectora

gastrica de Jodina rhombifolia utilizando diferentes concentraciones

De acuerdo al protocolo comienza con la recoleccion, identificacion y

conservacion del material vegetal.

Las hojas de J. rhombifolia, fueron recolectadas en la provincia de San Luis, en
el Departamento “Coronel Pringles”, localidad “Fraga”, establecimiento "Los
Chanares”, distante a aproximadamente 5 Km del casco urbano, siguiendo las
directrices emanadas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2003). Estos
Organos vegetativos fueron recolectados en etapas previas a la floracion de la planta,
seleccionandose aquellos ejemplares adultos que estuviesen distantes de sembradios,
zanjas de drenaje, zonas de pastoreo y carreteras; se tuvo en cuenta ademas la hora de

recoleccion del material vegetal, sucediéndose siempre en horas cercanas al mediodia.

Una muestra documental de la especie fue depositada en el Herbario de la
Universidad Nacional de San Luis (Acrénimo: UNSL), San Luis, Argentina, bajo el

registro No. 517. Para ello, fueron recolectados y herborizados tres ejemplares que
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presentasen Organos reproductivos, los que posteriormente, se prepararon Yy
acondicionaron para su conservacion. La identificacion boténica de la especie vegetal
se realizo mediante la aplicacion de métodos taxondmicos clasicos y luego certificada
por la Dra. Marta Elena. Petenatti (Herbario UNSL). La recoleccidn de material vegetal
desde su hébitat fue aprobada por el jefe del Programa "Biodiversidad", perteneciente
al Ministerio de Medio Ambiente del Gobierno de la provincia de San Luis, segun
Resolucion N° 588-PBD-2014.

Obtencidn de la infusion de J. rhombifolia: las hojas recolectadas se sometieron
a una desecacion al aire libre, a temperatura ambiente, y a la sombra, por un periodo de
aproximadamente tres semanas, hasta llegar a un peso constante. Con el material
vegetal desecado, se procedid a su molienda a polvo medianamente fino con ayuda de
un molinillo a cuchillas. La infusion en proporcién 1:10, fue obtenida segun
especificaciones de la Farmacopea Nacional Argentina; para ello, se adicioné el agua
destilada hirviendo sobre el material vegetal pulverizado, dejandose reposar a
temperatura ambiente por un lapso de veinte minutos. El material vegetal agotado fue
separado por filtracion; extracto acuoso obtenido fue concentrado y liofilizado para

preservarlo.

Animales de experimentacion: se utilizaron ratas Wistar de 150 a 250 g de peso
de ambos sexos, suministrados por el Bioterio Central de la UNSL. Los animales
fueron alojados en cajas y jaulas estandar apropiadas con un lecho de viruta de madera
esterilizada, libre acceso al alimento y al agua, ciclo dia-noche de doce horas
(iluminacion desde la hora 07:00 a 19:00 h), a una temperatura 22-24°C, y a una
humedad relativa de 50-60%.

Los protocolos de actividades de investigacion fueron realizados de acuerdo con
la reglamentacion del ANMAT N° 6344/96. Los protocolos de experimentacion con
animales fueron aprobados por el CICUA (Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales) de la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia de la UNSL, bajo

estricto protocolo (Ver anexo).
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Determinacion de actividad citoprotectora géstrica

Se utilizé el método descripto por Robert et al, (1979). Los animales se
mantuvieron en ayunas durante las 24 h previas a la experimentacion y con libre acceso
al agua. Los animales fueron agrupados en tres (3) lotes (n = 6 a 8 para cada lote),
recibieron diferentes concentraciones como pretratamiento, del extracto acuoso del
liofilizado de hojas de J. rhombifolia (250 mg/kg, 500 mg/kg y 1000 mg/kg de peso).
En forma paralela, se estableciéo un grupo control negativo al que se le administrd
solucion salina y un grupo control positivo recibié Carbenoxolona en dosis de 250

mg/Kag.

Tabla 6

Determinacion de la Capacidad Citoprotectora Gastrica de J. rhombifolia

Lote Pretratamiento  Tiempo  Tratamiento  Procedimiento
posterior
Lote I: control Solucion 1h. 1 ml EtOH Eutanizacion
de dafio. fisioldgica después (1 h. después)
(Iml/200 g)

Lote IlI: control Carbenoxolona 1h. 1 ml EtOH Eutanizacion
de proteccion (250 mg/kg) después (1 h. después)
Lote I11 J.r. 250 mg/kg 1h. 1ml EtOH Eutanizacion
(1 ml) después (1 h. después)

Lote IV J.r. 500 mg/k (1 1h. 1 ml EtOH Eutanizacion
ml) después (1 h. después)

Lote V J.r.1000 mg/k 1h. 1 ml EtOH Eutanizacion
(1 ml) después (1 h. después)

Nota. Se ha utilizado diferentes dosis de J. rhombifolia (J.r.) frente al modelo de

lesiones gastricas inducidas por el etanol (EtOH) n= 6-8 animales

El extracto vegetal se administré por via oral mediante sonda orogastrica (Tabla
6). Luego de una hora se administré el agente necrosante (etanol absoluto) y una hora
después los animales fueron eutanizados, removiéndose el estbmago y abriéndose por

su curvatura mayor. Los estdmagos abiertos fueron fotografiados y en las imagenes
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digitales se evalu6 el grado de erosion de la mucosa utilizando el procesador de

imagenes Image J (NIH). Los lotes I y Il correspondieron a grupos control.

Protocolo F-348/20: estudio de la actividad citoprotectora gastrica de Jodina

rhombifolia en rata. Resolucion N° 99/21

Segunda contrastacion empirica: Lesiones gastricas inducidas por otros agentes
necrosantes NaOH 0,2 N (hidroxido de sodio), HCI 0,6 N (&cido clorhidrico), y NaCl

25% (Cloruro de sodio).

Tabla 7

Determinacion de la Actividad Citoprotectora Gastrica en Ratas Ambos Sexos

Pretratadas con Diferentes Concentraciones del Extracto Acuoso con 1000 mg de J.

rhombifolia
Lote Pretratamiento Tiempo Tratamiento Procedimiento
posterior

Lote IV 1 ml de solucion 1h. 1 ml de Eutanizacion

Control de fisioldgica después NaOHO0.2N (1 h. después)

dafio

Lote V 1 ml de solucion 1h ImIHCI 0.6  Eutanizacion

Control de fisiologica después N (1 h. después)

dafio

Lote VI 1 ml de solucion 1h 1mlNaCl Eutanizacion

Control de fisiologica después 25% (1 h. después)

dafio

Lote VII 1000 mg/kg de J. 1h. 1 ml de Eutanizacion
rhombifolia (1 ml) después NaOHO0.2N (1 h. después)

Lote VIII 1000 mg/kg de J. 1h. 1 mlde HClI  Eutanizacién
rhombifolia (1 ml) después 0,6 N (1 h. después)

Lote IX 1000 mg/kg de J. 1h. 1 ml de Na Eutanizacion
rhombifolia (1 ml)  después Cl 25% (1 h. después)

Nota. Se administrd diferentes agentes necrosantes (NaOH 0.2, HCI 0.6, Nacl 25%) n=

de 6 a 8 en ratas de ambos sexos pretratados con J. rhombifolia (1000 mg/Kg)
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Las lesiones fueron inducidas de acuerdo al método descrito por Robert et al.
(1979), por la administracion intragastrica (via oral) de 1 ml de diferentes agentes

ulcerogénico.

Se administrd por via oral 1 ml de Solucidn Fisiologica en el lote IV, V, y VI
como grupo control negativo, una hora después NaOH 0.2 N, HCI O.6 N, y NaCl 25%
(Tabla 6).

En el lote VII, VIII, IX, se administro el extracto liofilizado de J. rhombifolia en
dosis de 1000 mg/kg. Pasada una hora, los agentes necrosantes: hidroxido de sodio,

acido clorhidrico, etanol absoluto y respectivamente (Tabla 7).

Protocolo F-357/21: Determinacion de la actividad citoprotectora gastrica de J.

rhombifolia frente a diversos agentes necrosantes. Resolucién N2 100/21

El extracto acuoso de J. rhombifolia se administro a los diferentes lotes de ratas
macho Wistar (200 g), cada uno de seis a ocho animales, 1 hora antes de administrar el
agente necrosante. Después de 60 minutos, los animales fueron eutanizados con CO?.
Luego se procedio a extirpar el estbmago, y se realizé una incision por la curvatura
mayor. El area dafiada (mm?) se analiz6 con el programa analizador de imagenes
ImageJ (NIH).

Para el presente procedimiento se repitié protocolo de recoleccidn, identificacién
y conservacion del material vegetal y obtencion de la infusion de J. rhombifolia. Los
animales al igual que en la contrastacién empirica anterior se mantuvieron en ayunas

y con libre acceso de agua, fueron agrupados en lotes de 6 a 8 ratas.

Tercera contrastacion empirica: Determinacion de la actividad citoprotectora

gastroduodenal en rata

Para esta contrastacion se basé el experimento en el método descripto por
Melchiorri et al. (1997). Las ratas (150-200 g; seis a ocho animales por lote) se

mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento.

Los animales fueron agrupados en lotes (Tabla 8), recibieron la solucion
liofilizada de J. rhombifolia en dosis de 1000 mg/kg. Se procedio a ligar el duodeno a

una distancia de 2 cm desde el piloro; para ello fue necesario anestesiar con
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ketamina/xilacina (Ketamina 60 mg/ml + xilacina 8 mg/ml) en dosis de 0.2 ml/250 g.

por via subcuténea.

La ketamina es un anestésico que produce una anestesia denominada disociativa.
En los animales de laboratorio son muy frecuentes las combinaciones de ketamina con
xilacina para producir una anestesia quirurgica. La xilacina es un agonista op-
adrenérgico, potente sedante y analgésico no narcotico, que produce un corto periodo

de analgesia, asi como un efectivo relajante muscular. (Fernandez et al., 2018)

Tabla 8

Determinacion de la Actividad Citoprotectora Gastroduodenal de J. Rhombifolia

Lote Anestesia Pretratamiento Tiempo  Trata- Procedi-

miento  miento

posterior
Lote X  ketamina/  Ligael 1ml 1h. 1mlde Eutanizacion
Control  xilacina  duodeno Sol. después EtOH (1 h. después)
de dafio (s/c) a2cm  Fisioldg (v.0.)
del (v.0.)
piloro
Lote XI ketamina/  Ligael 1000 1h. 1mlde Eutanizacion
xilacina  duodeno mg/k de  después EtOH (1 h. después)
(s/c) a2cm Jr. (v.0.)
del (1 ml)

piloro (v.0.)

Nota. Se administro etanol en ratas ambos sexos con 1000 mg de J. rhombifolia (J.r.),
n=de6a8

Los animales fueron agrupados en lotes, que recibieron los siguientes

tratamientos:

e Lote X: solucion fisioldgica (1 ml, via oral). EtOH absoluto (1 ml., via oral).
e Lote XI: Etanol (EtOH) absoluto (1 ml., via oral); extracto acuoso liofilizado

de las hojas de J. rhombifolia (1 ml., via oral).
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Una hora después de la administracion, los animales fueron eutanizados con CO>

y se evalud el grado de erosion, informando los resultados en mm?.

Protocolo F-358/21: Estudio de la actividad citoprotectora gastroduodenal de
Jodina rhombifolia. Resolucion N 100/21

Cuarta contrastacion empirica: Determinacion del mecanismo de accion en la

actividad gastroprotectora mediante la participacion de las prostaglandinas

Se emplearon ratas Wistar (150-200 g, seis a ocho animales por lote), de ambos
sexos, con ayuno de 24 horas. En el lote 1 como control de dafio se realiz6 la
administracion de Indometacina por via intraperitoneal (1.P.) en una dosis de 10 mg/kg,
0,2 ml, suspendida en solucion fisioldgica. Dicha dosis produce inhibicion de

prostaglandinas sin ser ulcerogénica (Maria et al., 1998).

La Indometacina pertenece al grupo de antinflamatorios no esteroideos (AINE),
se utiliza para aliviar el dolor moderado a intenso, se usa en el tratamiento de la
inflamacion y la rigidez producida por osteoartritis en general. Al igual que otros
AINEs, es un inhibidor potente de la sintesis de prostaglandinas, y se ha demostrado
que en concentraciones terapéuticas tienen un efecto in vivo (MedlinePlus, 2007).

Siguiendo con la determinacion, luego de 30 minutos se administrd etanol y 1
hora después se procedié a remover el estdmago y se cuantifico el dafio (milimetro
cuadrado) (Tabla 9)

En el lote I1: se omiti6 el paso de la Indometacina y se eutaniz6 a la hora del
procedimiento. En el lote 11l: como primer paso se administrdé Indometacina por via
intraperitoneal (I.P) en una dosis de 10 mg/kg, 0,2 ml, suspendida en solucion
fisiolégica (Tabla 8). Dicha dosis produce inhibicién de prostaglandinas sin ser
ulcerogénica (Maria et al., 1998). En un segundo paso, 30 minutos después los
animales recibieron la infusion de J. rhombifolia en 1000 mg/Kg por via oro gastrica.
Seguidamente, en un tercer paso, se administro pasado una hora después,1 ml de EtOH
como agente necrosante mediante via oral. Luego 60 minutos después del etanol

fueron eutanizados.
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Con el lote IV se procedi6 a administrar la J. rhombifolia en dosis de 1000 mg/kg

y una hora después como en los lotes anteriores se eutanizaron y midieron el dafio.
Tabla 9

Determinacion del Mecanismo de Accion en la Actividad Citoprotectora
Gastroduodenal Mediante la Participacion de las Prostaglandinas

Lote Pretrata Tiempo Trata- Tiempo Trata- Procedi-
miento miento miento miento
posterior
Lote | 02ml 30min. 1mlde lhora 1mlde Eutanizacion
Control Indome-  despueés sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio  tacina 10 Fisioldgica (v.0.)
mg/kg
(i.p.)
Lote Il - - 1 ml de lhora 1mlde Eutanizacién
Control sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio Fisioldgica (v.0)
Lote I 0,2 ml 30 min. 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
Indome- después mg/kgde después  EtOH (1 h. después)
tacina 10 J.r. (L ml) (v.0)
mg/kg
(i.p.)
Lote IV - - 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
mg/kg de después  EtOH (1 h. después)
J.r. (L ml) (v.0)

Nota. Se administro etanol en ratas ambos sexos con 1000 mg de J. rhombifolia (J.r.),
n=de6a8
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Protocolo F-360/21: Estudio del mecanismo de accion en la actividad
citoprotectora gastrica de J. rhombifolia. Resolucion N° 100/21

Quinta contrastacion empirica: Determinacion del mecanismo de accion en la

actividad gastroprotectora mediante la participacién de los grupos sulfhidrilos

Tabla 10

Determinacion del Mecanismo de Accion en la Actividad Citoprotectora

Gastroduodenal Mediante la Participacion de los Grupos Sulfhidrilos

Lote Pretrata Tiempo Trata- Tiempo Trata- Procedi-
miento miento miento miento
posterior
Lote | NEM 10 30min. 1mlde lhora 1mlde Eutanizacion
Control mg/kg  después sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio (s.c) Fisioldgica (v.0.)
Lote Il - - 1 mlde lhora 1mlde Eutanizacion
Control sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio Fisioldgica (v.0.)
Lote Il NEM 10 30 min. 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
mg/kg  después mg/kgde después  EtOH (1 h. después)
(s.c) J.r. (1 ml) (v.0.)
Lote IV - - 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
mg/kg de después  EtOH (1 h. despues)
J.or. (I ml) (v.0.)

Nota. Se administro etanol en ratas ambos sexos con 1000 mg de J. rhombifolia (J.r.),
n=de 6 a 8 en ratas macho y hembras, pretratadas con N-etilmaleimida (NEM, s.c.)
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Se emplearon ratas Wistar de ambos sexos (150-200 gramos, de seis a ocho
animales por lote), con ayuno de 24 horas. Para investigar la participacion de los

grupos sulfhidrilos enddgenos en el efecto protector de la infusion (Tabla 9).

En el lote 1 y 11l se utilizé un bloqueante de estos, N-etilmaleimida (NEM, 10
mg/kg, disuelta en 5 ml de solucion fisiologica por via subcutanea), en el lote 11, se
administré 30 minutos previos a la administracion del extracto acuoso de Jodina
rhombifolia (J.r. 1000 mg/kg, p.o.) (Oka et al., 1990). Luego de 1 hora se administro
el EtOH, como agente necrosante. Los animales fueron eutanizados con CO3, 60
minutos posteriores a la administracion del agente necrosante, sus estbmagos fueron

removidos y se evalud el grado de erosion.

Protocolo F-360/21: Estudio del mecanismo de accion en la actividad

citoprotectora gastrica de J. rhombifolia. Resolucion N° 100/21

Sexta contrastacion empirica: Determinacién del mecanismo de accion en la

actividad gastroprotectora mediante la participacién del 6xido nitrico

Las lesiones gastricas fueron producidas de acuerdo al método de Robert et al.
(1979), empleando como modelo experimental de Ulcera al agente necrosante Etanol
absoluto (EtOH). Se emplearon ratas Wistar de ambos sexos (150-200 g; seis a ocho

animales por lote), con ayuno de 24 horas.

Para investigar la participacion del NO (6xido nitrico) enddgeno en el efecto
protector del extracto acuoso de J. rhombifolia 1000 mg/kg (Tabla 11), se administré
a través de via intraperitoneal, como inhibidor del NO, NG-nitro-L-arginina (L-NNA,
40 mg/kg), disuelto en 5 ml de solucion fisiolégica 15 minutos previos a la
administracion de la infusion, (Matsuda et al., 1999). Luego de 1 hora se administré
el EtOH (1 ml, via oral). A los 60 minutos los animales fueron eutanizados con CO2,

sus estdmagos fueron removidos y se evalu6 el grado de erosion (Maria et al., 1998).

Protocolo F-360/21: Estudio del mecanismo de accion en la actividad

citoprotectora gastrica de Jodina rhombifolia. Resolucién N° 100/21
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Tabla 11

Determinacion del Mecanismo de Accion en la Actividad Citoprotectora

Gastroduodenal Mediante la Participacion del Oxido Nitrico.

Lote Pretrata Tiempo Trata- Tiempo Trata- Procedi-
miento miento miento miento
posterior
Lote | L-NNA 30min. 1mlde lhora 1mlde Eutanizacion
Control 40 después sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio mg/kg Fisioldgica (v.0.)
(i.p.)
Lote Il - - 1 mlde lhora 1mlde Eutanizacion
Control sol. después  EtOH (1 h. después)
de dafio Fisioldgica (v.0.)
Lote Il L-NNA 30 min. 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
40 después mg/kg de después  EtOH (1 h. después)
mg/kg J.r. (L ml) (v.0)
(i.p.)
Lote IV - - 1000 lhora 1mlde Eutanizacién
mg/kg de después  EtOH (1 h. despues)
J.r. (L ml) (v.0)

Nota. Se administro etanol en ratas ambos sexos con 1000 mg de J. rhombifolia (J.r.),
n=de 6 a 8 en ratas macho y hembras, pretratadas con NG-nitro-L-arginina (L-NNA,
i.p.)

Resultados
Los resultados se expresaron como media + S.E.M. y la significacion estadistica

de las diferencias entre grupos se calcul6 utilizando: el test t de Student. Se utiliz6 el

programa Graph Pad Prism para realizar el tratamiento estadistico de los resultados.
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Resultado primera contrastacion empirica: se analiz6 la actividad citoprotectora
gastrica del extracto acuoso de J. rhombifolia.

Tabla 12

Resultado de la Capacidad Citoprotectora Gastrica
Lote Tratamiento Area de lesion % de

(mm2) inhibicion

Lote I: Soluciodn fisioldgica 135,55 + 8,32 -
control de 1 h. después
dafio 1 ml de EtOH
Lote Il: I: Carbenoxolona 250 mg/kg 3,6+ 1,12%** 97,35

control de 1 h. después

proteccion 1 ml de EtOH

Lote 111 250 mg/kg de J.r. 75,8 £ 7,10*%** 44,08
1 h. después
1ml de EtOH

Lote IV 500 mg/kg de J.r. 55,2 + 11,52*** 59,28
1 h. después
1 ml de EtOH

Lote V 1000 mg/kg de J.r. 13 + 4 59*** 90,41
1 h. después
1 ml de EtOH

Nota. Se utilizé diferentes dosis de J. rhombifolia (J.r.) frente al modelo de lesiones
gastricas inducidas por el etanol. Los resultados fueron expresados como media +
S.E.M. de 6-8 animales por cada lote. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. control.
(Test t de Student).

En laimagen correspondiente al control de dafio, se observé areas macroscopicas
edematosas, con lesiones que se visualizaron como bandas hemorragicas, 1o que dejo

en evidencia una marcada necrosis, inducidas por EtOH absoluto.

En la imagen macroscopica de la mucosa géstrica se observo el efecto gastro

protector con el previo tratamiento con el extracto vegetal J. rhombifolia.
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Figura 7

Lesiones en la Mucosa Gastrica con Tratamiento de J. rhombifolia

Lote I: control de dafio

Nota. Dosis de 1000 mg/Kg

Realizado la extraccion del estomago, se realizo la apertura del mismo por la
curvatura mayor, se encontraron lesiones en la mucosa gastrica que constaban de
bandas alargadas, generalmente paralelas al eje del estomago (Figura 7). Se utilizd
luego el procesador de imagenes Image J (NIH), para medir el area de la zona dafiada

en mm2.

Se pudo observar que a dosis mas altas 1000 mg/kg de J.rhombifolia la
proteccion gastrica al igual que el control de proteccion con carbenoxolona. Sin
embargo, a dosis menores (250 y 500 mg/Kg) también fue estadisticamente

significativo la proteccion obtenida.

Resultado segunda contrastacion empirica: se analiz0 las lesiones gastricas
inducidas por diversos agentes necrosantes (NaOH, HCI y NaCl) en ratas con un ayuno
de 24 horas.
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Estos modelos permitieron evaluar la respuesta de la mucosa gastrica ante los

diferentes agentes necrosantes.

El concepto original de citoproteccion fue definido por Robert et al. (1979),

quien propuso que pequefias cantidades de prostaglandinas aplicadas sobre la mucosa

gastrica en dosis menores a las que afectan la secrecion acida protegen esta mucosa de

la necrosis cuando es expuesta a otros agentes ulcerogénicos ademas del etanol
(EtOH), tales como el NaOH 0.2 N, HCI 0.6 N y NaCl 25%.

Tabla 13

Resultado de la Actividad Citoprotectora Gastrica con otros Agentes Necrosantes

Lote Tratamiento Area de lesion % de
(mm?) inhibicion

Lote VI NaOH 0,2 N 1ml/200g 82,6 £17,2 -

Control de

dafio

Lote VII 1 ml de HCI 0,6 N 1 m1/200g 51.68 +6.91 -

Control de

dafio

Lote VIII NaCl 25% 1 ml/200g 70,48+ 9,48 -

Control de

dafio

Lote IX 1000 mg/kg de J. rhombifolia (1 ml) 11,6 £ 1,28*** 85,96
+1 ml de NaOH 0.2N

Lote X 1000 mg/kg de J.rhombifolia (1 ml) 1,75+ 0,56*** 96,62
+1 ml de HCI 0,6 N

Lote XI 1000 mg de J.rhombifolia (Iml) 36,72+11,19*** 47,12

+1ml de NaCl 25%

Nota. Se administro diferentes agentes necrosantes (Na OH 0.2 N, HCI 0.6N y NaCl

25%) n= de 6 a 8. Los resultados estan expresados como media + S.E.M. de 6-8

animales por cada lote. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. control. (Test t de

Student).
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Se sabe que estos agentes promueven la formacion de radicales libres de oxigeno
(Halliwell, 1991), reducen los niveles de compuestos sulfhidrilos no proteicos (Szabo,
1988) y estimulan la formacion de leucotrieno C4 (LTC4), un metabolito derivado del
acido araquiddnico a través de la accién de la lipooxigenasa (Hua et al., 1985;
Algasoumi, 2012).

Figura 8

Lesiones en la Mucosa Gastrica con Tratamiento de J. rhombifolia

Lote VI: control de dafio NaOH 0.2 N

Lote IX:

Lote X: 1000 mg/kg de J. rhombifolia (1 ml) +1 ml de HCI 0,6

-

L

I

Nota. Lesiones gastricas inducidas por diferentes agentes necrosantes (NaOH, HCI y
NaCl)

El etanol (EtOH) es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de Glceras

gastricas. Penetra en la mucosa géstrica debido a la solubilidad en el mucus y expone
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a la misma a la accion proteolitica e hidrolitica del HCI y pepsina. También estimula
la secrecion de acido y reduce el flujo sanguineo provocando dafio microvascular y la
interrupcién del endotelio vascular, favoreciendo una mayor permeabilidad (Buenor
Adinortey et al., 2013).

Los dafios ocasionados por las soluciones ulcerogénicas de NaOH y el NaCl,
mostraron similitud al dafio ocasionado por el EtOH, pero menor al dafio producido
por el HCI 0.6 N (Tabla 13)

En este ensayo las prostanglandinas fueron reemplazadas por el extracto de J.
rhombifolia, que actu6 como protector de la mucosa gastrica. La presencia de J.
rhombifolia, ocasion una disminucion significativa del dafio ocasionado por los

diferentes agentes ulcerogénicos (Figura 8).

Resultado tercera contrastacion empirica: se determing la actividad citoprotectora

gastroduodenal que dio de por resultado:

Se utilizé el método descripto por Melchiorri et al. (1997). En el estdmago se
observaron areas macroscopicas edematosas, con lesiones que se visualizaron como
bandas hemorrégicas, lo que dej6 en evidencia una marcada necrosis, que también se

manifesto sobre la superficie del duodeno expuesta a la accion de EtOH (Figura 9).
Tabla 14

Resultado de la Actividad Citoprotectora Gastroduodenal

Lote Tratamiento Area de lesion % de inhibicion
(mm?)

Lote X 1ml via oral de Solucion Fisioldgica 89.11 £ 21.47

Control + 1 ml de EtOH

de dafio

Lote 1000 mg/k de J.rhombifolia (1 ml) 59,88 £ 8,52 ** 32,81

Xl +1 ml de EtOH

Nota. Estudio realizado en ratas ambos sexos con 1000 mg de J. rhombifolia. Los
resultados estan expresados como media £ S.E.M. de 6-8 animales por cada lote. * p<
0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. control. (Test t de Student).
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El pretratamiento con el extracto de J. rhombifolia 1000 mg/kg, redujo el dafio
macroscopico gastroduodenal de modo significativo con respecto al lote control de
EtOH (89.11 £ 21.47 mm?) (Tabla 14).

Figura 9

Lesiones en la Mucosa Gastrica-duodenal con Tratamiento de J. rhombifolia

Lote X: control de dafio

MRS S

Lote XI: tratamiento con J. rhombifolia 1000 mg/kg+1 ml de EtOH

Nota. Dosis de 1000 mg/Kg

Resultado cuarta contrastacion empirica: con el presente estudio se determind la
participacién de las prostaglandinas como mecanismo de accién en la actividad

gastroprotectora y el efecto citoprotector de la infusion.

Se realiz6 un modelo experimental para determinar si la proteccion de J.
rhombifolia sobre la mucosa géastrica es dependiente de la sintesis de prostaglandinas.

Se observo una disminucién significativa de las lesiones gastricas inducidas por EtOH,
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en ratas pretratadas con Indometacina, donde se bloque¢ la sintesis de prostaglandinas
endogenas. El efecto citoprotector de la infusion se vio practicamente anulado, no
habiendo significacion (p>0,05) en la actividad de J. rhombifolia en el lote
experimental que recibidé previamente Indometacina respecto al lote que no fue
pretratado (Tabla 15). Se podria inferir que el efecto que presenta la infusion frente a
la accion de Indometacina muestra que existe un probable mecanismo de accion

relacionado con la modulacion de prostaglandinas endégenas (Figura 10).
Tabla 15

Resultado del Estudio de las Prostaglandinas como Mecanismo de Accién en la
Actividad Citoprotectora Gastroduodenal

Lote Tratamiento Area de % de
lesion (mm2) inhibicién

Lote I 0,2 ml Indometacina (10 76,48+528  -----

Control de dafio mg/Kg; i.p.) + EtOH

Lote Il EtOH + Solucion fisiolégica ~ 135,48+8,35 ~ ------

Control de dafio

Lote 111 0,2 ml Indometacina (10 57,78+11,87* 24,85

mg/Kg; i.p.) +1000 mg/kg de
J.rhombifolia + EtOH

Lote IV 1000 mg/kg de J.rhombifolia 14,66 £4,97 80,84
+ EtOH

Nota. Estudio en ratas de ambos sexos y pretratadas con 1000 mg de J. rhombifolia
n=6 a 8 Los resultados estan expresados como media + S.E.M. de 6-8 animales por
cada lote. * p<0.05 vs. Lote IV (Test t de Student)
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Figura 10

Lesiones en la Mucosa Gastrica Indometacina + Tratamiento de J. rhombifolia +
Etanol (EtOH)

Lote I: control de dafio

Resultado quinta contrastacion empirica: se determing la participacion de los
grupos sulfhidrilos como mecanismo de accién en la actividad gastroprotectora y el

efecto citoprotector de la infusion vegetal.

El inhibidor de los grupos sulfhidrilos N-etilmaleimida, (NEM, 10 mg/kg, via
s.c.), no produjo un empeoramiento de las lesiones gastricas ocasionadas por EtOH
absoluto (Tabla 16).

Sobre la base de esta experiencia se puede sugerir que J. rhombifolia actla

independientemente de este mecanismo.
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Resultados de Determinacion de Participacion de los Grupos Sulfhidrilos

Lote Tratamiento % de
lesion (mmz2) inhibicion

Lote I: control NEM 10 mg/kg s/c +EtOH 123,35+8,82 -

de dafio

Lote I1: control ~ EtOH+ solucion fisioldgica 135,48+8,35 -

de dafio

Lote-111 NEM 10 mg/kg s/c+ 1000 mg/kg 12,66+2,33*** 89,74

de J.rhombifolia (1 ml) .+ EtOH
Lote IV 1000 mg/kg de J.rhombifolia + 12,84+4,58*** 89,6

EtOH

Nota. Mecanismo citoprotector gastrico del extracto acuoso de J. rhombifolia (1000

mg/Kg, via oral) en ratas macho y hembra pretratadas con N-etilmaleimida (NEM)

Los resultados estan expresados como media £ S.E.M. de 6-8 animales por cada lote.

* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. control. (Test t de Student).

Figura 11

Lesiones en la Mucosa Gastrica con Tratamiento de NEM+J. rhombifolia+Etanol

Lote I: control de dafio

Lote I11: NEM + J. rhombifolia 1000 mg/kg + EtOH

‘o .
(\{,; “,}f
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Resultado sexta contrastacion empirica: Determinacion del mecanismo de accion

en la actividad gastroprotectora mediante la participacion del 6xido nitrico.
Tabla 17

Resultado del ensayo de determinacion de la participacion del éxido nitrico

Lote Tratamiento Area de % de

lesion (mm2) inhibicién

Lote I: L-NNA 40 mg/k +EtOH 137,57+18,96 -

control de

dafio

Lote Il: EtOH+ solucidn fisiologica 139,92+8,42 -

control de

dafio

Lote-111 L-NNA 40 mg/kg s/c+ J. 6,29+12,06*** 80,89
rhombifolia 1000 mg/kg (1 ml) +
EtOH

Lote IV J. rhombifolia 1000 mg/kg (1 ml) +  14,68+4,97*** 89,33
EtOH

Nota. Mecanismo de accion cito protector gastrico del extracto acuoso de J.
rhombifolia (1000 mg/Kg, via oral) en ratas macho y hembra, pretratadas con NG-
nitro-L-arginina (L-NNA, i.p.). Los resultados estan expresados como media + S.E.M.
de 6-8 animales por cada lote. * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 vs. control. (Test t
de Student).

El 6xido nitrico (NO) posee una importante funcién en lo referente a la defensa
de la mucosa gastrica a través de numerosas acciones que incluyen el mantenimiento
del flujo sanguineo en la mucosa. EI NO incrementa la sintesis de prostaglandinas en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas e influencia la secrecién de mucus gastrico,
participando en los mecanismos de defensa gastrica. Si bien el blogueo de sintesis de
NO incrementa la susceptibilidad de la mucosa gastrica al dafio inducido por EtOH.
en esta experiencia, el pretratamiento con L-NNA (40 mg/kg, i.p.), un inhibidor de la
enzima NOS, no mostrd diferencia a las lesiones gastricas inducidas por el EtOH

(Tabla 17). Por otra parte, el bloqueo de NO conserva la actividad gastroprotectora de



ESTUDIO SOBRE EL USO MEDICINAL DE PLANTAS NATIVAS

81

J. rhombifolia en la dosis evaluada, por lo que se podria inferir que el extracto vegetal
actué de forma independiente del mecanismo de accién manteniendo su efecto

gastroprotector.
Figura 12

Lesiones en la Mucosa Gastrica con Tratamiento de LNNA+J. rhombifolia+Etanol

Lote I: control de dafo

Discusion y Conclusiones

El presente trabajo permitié evaluar la capacidad citoprotectora del extracto
acuoso liofilizado de las hojas de J. rhombifolia, en la primera contrastacién empirica,
se analizd la actividad del extracto acuoso de J. rhombifolia. Se observé que a dosis
mas altas (1000 mg/kg) la proteccidn gastrica es mayor, pero, aun asi, en dosis menores
(250 y 500 mg/Kg) también fue estadisticamente significativo la proteccién obtenida.
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En nuestro estudio, los agentes ensayados produjeron un dafio gastrico severo
visible desde el exterior del estbmago como lineas gruesas de color negro. Después de
abrir el estbmago, se encontraron lesiones en la mucosa en forma de bandas alargadas,
generalmente paralelas al eje largo del estomago. Las lesiones se localizaron
principalmente en el cuerpo (la porcién del estbmago que secreta &cido y pepsina);
también se observd que el antro estaba menos afectado.

El etanol también Ilamado alcohol etilico es una sustancia muy utilizada en la
experimentacién con animales; el compuesto, penetra en la mucosa géstrica causando
rdpidamente dafio a las células y membranas de la mucosa gastrointestinal. Estos
procesos de formacion de lesiones de la mucosa gastrica comienzan a través de una
lesion microvascular, aumento de la permeabilidad vascular, que afecta la secrecion
de bicarbonato y moco, flujo de sodio y potasio, secrecion de pepsina y pérdida de
iones hidrogeno e histamina en el lumen (Szabo et al., 1987). EI aumento de la
permeabilidad vascular también aumenta la permeabilidad de la membrana intracelular
al sodio y al agua, causando una acumulacion masiva de calcio que favorece la

patogeénesis de la lesion de la mucosa gastrica (Zakaria et al., 2016).

En el presente trabajo, los datos obtenidos con la presencia del EtOH absoluto y
modelos de HCI, NaOH y NaCl 25%, mostraron que las lesiones disminuyeron

significativamente ante la presencia de J. rhombifolia en las dosis ensayadas.

En esta experiencia, al igual que en el modelo realizado por Robert et al.
(1979), las lesiones se localizaron principalmente en el cuerpo (la porcion del
estbmago que secreta acido y pepsina); el antro estaba menos afectado. No se
desarroll6 una lesion macroscépica en la parte anterior (la porcién cubierta con epitelio

£scamoso).

Existen reportes que describieron un modelo para producir una necrosis gastrica
extensa en ratas en una hora. Consistio en administrar por via oral, después de un ayuno
de 24 horas, 1 ml de una variedad de agentes necrosantes, tales como EtOH absoluto,
un acido fuerte (HCI 0.6 N) y una base fuerte (NaOH 0.2 N), o agua caliente. Los
investigadores observaron que varias prostaglandinas protegen el estbmago contra el
efecto necrosante producido por estos agentes, incluyendo una quemadura gastrica

producida por agua caliente. En la parte anterior del estbmago de la rata, tapizada por



83

un epitelio escamoso, no observaron necrosis, debido a la presencia de una gruesa capa

de epitelio cornificado que cubre su superficie (Robert et al., 1979).

El Etanol penetra en la mucosa gastrica causando rapidamente dafio a las células
y membranas de la mucosa gastrointestinal. Estos procesos de formacion de lesiones
de la mucosa gastrica comienzan a través de una lesién microvascular, aumento de la
permeabilidad vascular, que afecta la secrecion de bicarbonato y moco, flujo de sodio
y potasio, secrecion de pepsina y pérdida de iones hidrogeno e histamina en el lumen
(Szabo et al., 1987). ElI aumento de la permeabilidad vascular también aumenta la
permeabilidad de la membrana intracelular al sodio y al agua, causando una
acumulacién masiva de calcio que favorece la patogénesis de la lesion de la mucosa
gastrica (Zakaria et al., 2016).

Se ha sugerido que uno de los mecanismos responsables del dafio gastroduodenal
inducido por EtOH es la generacion de radicales libres. Superoxido dismutasa y
catalasa, dos antioxidantes enddgenos que protegen las células contra el anién
superoxido y el hidroperoxido, respectivamente, disminuyen el dafio a la mucosa
causado por la administracion de EtOH (Melchiorri et al., 1997; Li et al., 2016).

La importancia de las prostaglandinas enddgenas en la modulacion de los
mecanismos de defensa de la mucosa se hace evidente por las diversas observaciones
que apuntan a que los analgésicos no esteroidales que son potentes inhibidores de la
sintesis de prostaglandinas son capaces de dafiar a la mucosa gastrica (Robert et al.,
1979).

Relacionado a lo anteriormente expuesto, las protaglandinas, incrementan el
flujo sanguineo en la mucosa gastrica, en base a ello, se ha sugerido que el efecto
citoprotector se debe a respuestas vasculares ante la presencia de agentes nocivos para
la mucosa géstrica, aunque este no es el Unico mecanismo de proteccion implicado.
(Paredes, 2018). Al respecto, se sabe que las prostaglandinas ademas son capaces de
estimular la secrecion de moco y bicarbonato y de esta forma incrementar el pH en el
epitelio gastro-duodenal. También, las prostaglandinas reducen la secrecion de acido
e incrementan la capa de los fosfolipidos. Estudios microscépicos han revelado que el
mayor impacto citoprotector de las prostaglandinas es a nivel de la submucosa y no

tanto en la superficie de la mucosa (Atay et al., 2000).
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Ademas, las prostaglandinas estadn involucradas en una gran variedad de
procesos fisioldgicos en el estdmago, incluyendo la inhibicion de la secrecidn de acido,
produccién de moco y el incremento del flujo sanguineo en la mucosa. La
ciclooxigenasa es la enzima encargada de la produccion de prostaglandinas. Existen
dos isoenzimas, COX; y COXo. La primera se expresa de manera constitutiva en la
mucosa gastrica y genera prostagladinas involucradas en el mantenimiento de las
funciones fisiologicas esenciales, mientras que la COX>, se caracteriza por su rapida
inducibilidad en respuesta a estimulos proinflamatorios. Esta es la responsable de la

produccion de prostaglandinas patolégicas en sitios inflamados (Takeeda et al., 2002).

La administracion previa de Indometacina redujo significativamente el efecto
gastroprotector de J. rhombifolia, lo que sugiere que las prostaglandinas participan de
manera importante en el mecanismo de accién gastroprotector del vegetal en estudio,
lo que pone de manifiesto que se requiere de la presencia de prostaglandinas para que

ejerzan su accion gastroprotectora.

Por otro lado, se ha de resaltar que, generalmente, el dafio géstrico inducido por
EtOH se asocia con una disminucion significativa en el nivel de grupos sulfhidrilos
(GSH). Estos protegen a la mucosa gastrica, ya que participan en la produccion de
moco, ademas se unen a los radicales libres y de esta forma evitan su accion nociva.
Ademaés, se ha de mencionar que la union de las glicoproteinas (presentes en la
mucosa) con lipidos y mucina participan en procesos involucrados en la eliminacién
de radicales libres, que permiten un equilibrio entre factores agresivos y protectores
(Lima et al., 2008).

Nuestros datos muestran que el pretratamiento con el bloqueante de grupos
sulfhidrilos, N-etilmaleimida, no redujo la proteccion de la mucosa observada con el
tratamiento con J. rhombifolia. Estos hallazgos sugieren que los grupos sulfhidrilos no

estan involucrados en su mecanismo de accion.

Otro de los factores funcionales que protegen a la mucosa gastrica es el flujo
sanguineo. Una microcirculacion eficiente es fundamental para mantener la barrera
defensiva de la mucosa gastrica, ya que les proporciona oxigeno, bicarbonato y
nutrientes a las células epiteliales y remueve los iones H*, previniendo la acidosis de

los tejidos cercanos y manteniendo el equilibrio &cido-base (Diaz Casasola, 2015).
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Este flujo sanguineo estéa regulado por diversos factores, entre los que se encuentran:
sistema nervioso autonomo, nervios peptidérgicos, NO, factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y prostaglandinas, especificamente la PGE2 que es un agente
citoprotector y actia aumentando el flujo sanguineo en la mucosa gastrica (Paredes,
2018).

Se considera que el NO tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la
integridad de la mucosa, ya sea provocando vaso relajacion o promoviendo la sintesis
de prostaglandinas (Tsukimi y Okabe, 2001). EI mantenimiento de la integridad de la
mucosa gastrica implica que el NO enddgeno actla junto con la prostaciclina y
neuropéptidos sensoriales, tales como péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP). Ademas de la liberacion local de mediadores vasoactivos, el sistema nervioso
central también interviene en la defensa de la mucosa gastrica. Desde hace tiempo se
sabe que las lesiones, casi en cualquier parte del sistema nervioso central estan
asociadas con la patologia gastrica. Numerosas pruebas sugieren que los procesos
defensivos de la mucosa pueden iniciarse también a nivel central. Gyres et al. (2007)
reportaron que la inyeccion intracisternal de neuropéptidos o la microinyeccion directa

en sitios reguladores del cerebro, puede inducir la proteccion de la mucosa.

Sin embargo, en la experiencia realizada en el que se blogue6 de la sintesis del
NO, no evidenci6 un incremento de la susceptibilidad de la mucosa géastrica al dafio
inducido por EtOH. El pretratamiento con L-NNA 40 mg/Kkg, i.p., un inhibidor de la

enzima NOS, no incrementd las lesiones gastricas inducidas por el EtOH.

Por otra parte, el bloqueo de NO conservo la actividad gastroprotectora ya que
el extracto acuoso de J. rhombifolia, mantuvo su efecto gastroprotector en la dosis
evaluada, por lo que se podria concluir que el extracto acuoso actué de forma

independiente del mecanismo de accion.

La explicacion acerca de los componentes quimicos de esta especie vegetal, J.
rhombifolia, estd bastante poco estudiada, como asi también, y en relacion al nimero
de usos populares que se le atribuyen, son poco cuantiosas las investigaciones
preclinicas farmacoldgicas que validen los mismos y que den un respaldo acreditado,
tanto desde el punto de vista farmacolégico como toxicoldgico, a su empleo en la

atencion primaria de la salud. Por tal motivo, el principal objetivo perseguido en el
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planteo de la presente tesis radica en aportar datos cientificos relevantes para la
medicina popular, debido a que gran cantidad de pobladores basan su sistema de salud

en el uso de plantas medicinales (Teves, 2019).



Capitulo 5
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Evaluacion de la Actividad Hepatoprotectora

En este capitulo se realizan las contrastaciones destinadas a la verificacion de la

actividad hepatoprotectora de J. rhombifolia (Hook. & Arn.) Reissek (Santalaceae).
Bases Fisioldgicas del Sistema Hepético

El higado es un 6rgano intratoracico, situado en la parte superior derecha de la
cavidad abdominal, debajo del diafragma y por encima del estdbmago, el rifion derecho
y los intestinos, de color marron rojizo, es el érgano mas voluminoso del cuerpo y
representa el 2% del peso corporal total, su peso en una persona adulta suele ser de
1.400 a 1.500 gramos. En su cara inferior derecha se localiza la vesicula biliar,
destinada a recibir y almacenar la bilis producida por el higado para ayudar en la
digestion. La bilis elimina muchas sustancias endogenas y exdgenas del higado, a la

vez que cumple una importante funciéon como liquido digestivo (Guyton y Hall, 2016).

El higado es un 6rgano complejo y de multiples e intensas funciones, no

obstante, se pueden agrupar en las siguientes 4 tareas especificas:

1. Funciones metabdlicas

2. Funcion de desintoxicacion, secrecién y eliminacion
3. Funcion almacenadora de nutrientes
4,

Funcion de defensa o inmunolégica

Dentro de la funcion metabdlica se incluyen acciones especificas para el
mantenimiento del equilibrio de los siguientes nutrimentos: a) proteinas, b)

carbohidratos y c) lipidos.

a) Metabolismo de las proteinas: las células del higado son esenciales para,
mantener el equilibrio de proteinas y sus productos de desecho. Dentro de las
principales funciones del higado se encuentran: formacion de la urea, que suprime el
amoniaco de los liquidos corporales; sintesis de aproximadamente el 90% de todas las

proteinas plasmaticas. (Drucker Colin, 2005)

A partir de los aminoacidos que son absorbidos en el intestino delgado el
higado produce numerosas proteinas. Asimismo, las células del higado producen
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numerosas enzimas que participan en los procesos metabdlicos de transformacién de

carbohidratos y grasas o de alcohol, como, por ejemplo:

»  Transaminasa glutamico piravica (GPT) o alanino amino transferasa (ALT).

» Transaminasa glutdmica oxaloacética o aspartato amino transferasa (GOT).

=  Gama glutamil transpeptidasa (GGT)

= Fosfatasa alcalina (FAL)

= Glucorosil-transferasa que permite la transformacion de bilirrubina directa
e indirecta.

= Alcohol deshidrogenasa; enzima involucrada en la transformacion de

alcohol a productos de menor dafio

b) Metabolismo de los hidratos de carbono, las funciones especificas del higado
en el metabolismo de los carbohidratos incluyen: almacenamiento de glucdgeno,
conversion de galactosa y fructosa a galactosa, como también la gluconeogénesis.
Asimismo, tiene a su cargo la formacion de compuestos quimicos y la produccion de

glucosa a partir de precursores no glucosidicos. (Drucker Colin, 2005).

c¢) Metabolismo de los lipidos: Los hepatocitos almacenan algunos triglicéridos;
degradan &cidos grasos para generar ATP; sintetizan lipoproteinas, que transportan
acidos grasos, triglicéridos y colesterol hacia las células del cuerpo; sintetizan

colesterol y utilizan el colesterol para formar sales biliares. (Drucker Colin, 2005).

En cuanto a la funcion de desintoxicacion, secrecion y eliminacion, se incluyen

las siguientes tareas:

a) Eliminacion o excrecion de fa&rmacos
b) Inactivacion de hormonas
c) Transformacion de la bilirrubina

d) Metabolismo del alcohol

a) La eliminacion o excrecion de farmacos incluye la detoxificacion de fase 1, a
través de diversos procesos como oxidacion, reduccién e hidrolisis donde se fijan o
neutralizan toxinas y las enzimas de fase 2, que facilita su eliminacion, incorpora
procesos de conjugacion, sulfatacion, la glucuronidacion y la metilacion o la

acetilacion.
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b) Son mdltiples las hormonas que se producen en el organismo y son
posteriormente inactivadas en el higado: hormonas esteroides (producidas en la
corteza suprarrenal, ovarios y testiculos) las aminas biogénicas (tiroideas, médula
suprarrenal o de la glandula pineal) o las hormonas proteinicas (hipotadlamo e hipofisis,

calcitonina, pancreas endocrino, paratiroides, digestivas).

c) Excrecion de la bilirrubina, que deriva del hemo de los eritrocitos viejos, es
captada por el higado desde la sangre y se secreta con la bilis. La mayor parte de la
bilis es metabolizada en el intestino delgado por las bacterias y eliminada junto con las

heces.

d) El metabolismo del alcohol es un proceso complejo que implica absorcion,
distribucion y eliminacion; en el higado se metaboliza méas del 90% del alcohol en el
organismo, se convierte en acetaldehido mediante la accién de las enzimas alcohol
deshidrogenasa (ADH), citocromo P540-2E1 (CYP2E1) o catalasa, tiene como
funcion principal el metabolismo de diferentes xenobidticos que ingresan al cuerpo,
como medicamentos, drogas y alcohol; luego el acetaldehido se convierte en acetato y

agua por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) (Gaviria et al., 2016).

Respecto a la funcion de almacenamiento de nutrientes, las células hepéticas
almacenan grasa e, hidratos de carbono, vitaminas liposolubles e hidrosoluble, junto a

otros minerales como zinc, hierro y cobre.

En relacion a la funcion de defensa o inmunolégica, esta accion corresponde a
la de neutralizacion de las toxinas y microorganismos patégenos. En este proceso,
cumplen un rol fundamental las células reticuloendoteliales estrelladas (Kupffer) del
higado fagocitando glébulos blancos, glébulos rojos y algunas bacterias. También,
estan implicadas las citosinas, que aumenta o disminuye el flujo sanguineo, las
moléculas de adhesién que permite fijar o inactivar a microorganismos patdgenos.
Sumado a esto se encuentran los derivados reactivos de oxigeno, permite inactivar o
dafar a agentes nocivos y los eicosanoides que intervienen en la reaccion ampliando

o reduciendo la accién inflamatoria.

En cuanto a la funcion digestiva, el higado cumple un rol fundamental en la
produccién de la bilis, que desempefia un papel destacado en la digestion y absorcion

de las grasas. Los &cidos biliares ayudan por un lado a emulsionar las grandes



91

particulas de grasa de los alimentos, por el otro, favorecen la absorciéon de los

productos finales de las grasas a través de la mucosa intestinal (Guyton y Hall, 2016).

Efecto hepatoprotector de J. rhombifolia en hepatotoxicidad producida por
paracetamol

El efecto hepatoprotector tiene por objeto proteger al higado de agentes externos
e internos, mejorando el funcionamiento de las células hepaticas, protegiendo al
higado de las hepatotoxinas.

Tanto la Etnobotanica como la medicina popular han reportado una
variedad de plantas medicinales, utilizadas en las enfermedades
gastrointestinales con efecto hepatoprotector debido a su alto contenido
de compuestos polifendlicos. Por ejemplo, Silypbum marianum (L.)
Gaertn. (Asteraceae) posee un efecto hepatoprotector debido a la
presencia de flavolignanos. Dicho compuesto es quizés el mas utilizado
por la Medicina Alternativa Complementaria (MAC) en los
tratamientos de enfermedades hepaticas. (Rosales et al., 2017, p.3).

En la medicina tradicional argentina se usan las hojas de J. rhombifolia en
infusién como hepético/hepatoprotector (Alonso y Desmarchelier, 2015; Hurrell et al.,
2011; Lahitte et al., 1998). Martinez et al. (2011) informan que las hojas pueden
utilizarse en infusion o decoccion, para el mismo uso tradicional. Mientras que otros
autores han comunicado este uso sin diferenciar la parte utilizada ni la forma de uso
(Chifa y Ricciardi, 2004; Raad, 2015).

Los principales constituyentes quimicos identificados en las hojas son:
compuestos fenolicos, acidos organicos, taninos, flavonoides, esteroides, gomas y
mucilagos; en sus partes aéreas: esteroides, triterpenoides, alcaloides, cumarinas,
saponinas (Barboza et al., 2009). En un screening fitoquimico del extracto etandlico
de las hojas realizado por Alice et al. (1991), se demostrd la presencia de esteroles y
triterpenos en gran cantidad, encontrandose también alcaloides, cumarinas y saponinas

en bajas proporciones.

Monthana et al. (2009), llevaron a cabo un estudio de los extractos acuoso e
hidroetandlico de hojas de J. rhombifolia mediante cromatografia (Columna Sephadex

LH-20; fase movil: metanol) separaron los compuestos, que luego se analizaron por
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espectroscopia UV, 1H NMR y 13C NMR. Algunos compuestos se identificaron con
TLC bidimensional en gel de silice. Los compuestos aislados pertenecieron,
predominantemente, al grupo de los C-Glicosilflavonoides, siendo los principales: 2-

vicenina, vitexina, orientina y swertisina.

Se ha detectado la presencia del flavonoide Vitexina y del acido clorogénico en
el extracto acuoso de la corteza obtenido por decoccion; analizado por cromatografia
en capa fina (TLC) y posteriormente por HPLC-UV (Del Valle et al., 2017).

El higado es un dérgano de metabolizacion de diferentes sustancias, ya sean
nutrientes o farmacos. Los productos metabolicos pueden ser metabolitos activos,
inactivos o toxicos. La toxicidad que producen puede ser hepatocelular o citotoxica,
colestasica o mixta. La gravedad varia desde alteraciones bioquimicas hasta una

sintomatologia moderada, grave e incluso mortal.

El paracetamol o acetaminofén es un derivado de la anilina que posee eficacia
antitérmica y analgésica. Es seguro en dosis terapéuticas, pero puede producir necrosis
hepética fatal en el hombre, en la rata y ratdn, con dosis toxica (Ganesan et al., 2004,
Graham et al., 2005). En ratas y ratones, el paracetamol, produce una necrosis
centrilobular dosis dependiente, similar a la producida en el hombre (Klassen, 2008;
Mitchell et al., 1973).

Las dosis habitualmente terapéuticas de paracetamol no son hepatotoxicas
porque la mayor parte de este farmaco es glucuronizado o sulfatado sin mucha
bioactivacion. Es metabolizado hasta el 95% en el higado. Los principales metabolitos
son conjugados con acido glucurénico (~60%), acido sulfurico (~35%) o cisteina
(~3%). Una pequefia fraccion (4-5%) se convierte por oxidacion, en la fraccion
microsomica, utilizando el sistema de oxidasas de funcion mixtas y citocromo P-450
(CYP2E1 y CYP3A4), de esta conversion se genera un metabolito extremadamente
reactivo, la N-acetilbenzogquinoneimida (NAPQI). Este metabolito por lo regular
reacciona con grupos sulfhidrilo en GSH (glutation reducido) y por tanto se vuelve
inofensivo. Las Glutation-S-Transferasas (GST) catalizan la transferencia de glutation
a electrofilos reactivos, una funcion que sirve para proteger las macromoléculas
celulares de la interaccion con electréfilos que contienen heteroatomos electrofilicos

(-O, -N y -S) vy, a su vez, protegen el ambiente celular contra dafios (Hayes et al.,
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2005). El cosustrato de la reaccion es el glutation, un tripéptido compuesto por acido
y-glutamico, cisteina y glicina (Grosser et al., 2009). Sin embargo, después del
consumo de grandes dosis de paracetamol, las vias metabolicas primarias se saturan y
la velocidad de formacidn de este metabolito excede la sintesis de glutation hepatico,
reaccionando covalentemente con amino&cidos de enzimas y proteinas hepéticas a las
que inactiva, provocando una necrosis hepética aguda (Feria, 2014; Larson, 2007). El
metabolito NAPQI se elimina de forma rapida por conjugacion con GSH y luego se
metaboliza a un acido mercaptdrico y se excreta en la orina. En el contexto de la
sobredosis de paracetamol, los niveles hepatocelulares de GSH se agotan (Mitchell et
al., 1973).

Figura 13

Vias del Metabolismo de Paracetamol y Toxicidad
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El metabolito NAPQI altamente reactivo se une de manera covalente a las
macromoléculas de las células (aminoacidos y proteinas intracelulares del hepatocito),
lo que lleva a la disfuncién de los sistemas enzimaticos y el desorden estructural y
metabolico. Ademas, el agotamiento de GSH intracelular hace que los hepatocitos sean
muy susceptibles al estrés oxidativo y la apoptosis lo que resulta en toxicidad y muerte
celular. La sobredosis con paracetamol origina un cuadro toxico de necrosis hepatica,
a veces complicado con lesiones renales, cardiacas y pancreaticas agudas. Cuando la

cantidad de glutation es inadecuado, NAPQI aumenta la produccién de especies
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reactivas de oxigeno (ROS) como superdxido, peroxido de hidrdgeno, peroxinitrito y
radical hidroxilo (Azarmehr et al., 2019). La toxicidad por paracetamol asociada con
niveles aumentados de NAPQI y necrosis hepatica, puede ser tratada con la
administracion de N-acetilcisteina de manera dependiente del tiempo y de la
concentracion del farmaco. N-acetilcisteina es precursor de glutation, normalizando

sus niveles.

Cuando la membrana plasmaética de las células hepéticas es dafiada, una variedad
de enzimas normalmente localizadas en el citosol, son liberadas al torrente sanguineo.
En la necrosis de los hepatocitos se pueden detectar bioquimicamente las grietas y
escapes de la membrana citoplasmatica analizando en el plasma (o el suero) las
enzimas hepaticas derivadas del citosol. Las transaminasas plasmaticas se vuelven
elevadas, a veces muy notables, comenzando alrededor de 12-36 h después del
consumo. El paracetamol produce destruccion de los hepatocitos (Klaassen, 2008). El
dafo hepatico inducido por paracetamol se ha convertido en un modelo estandar en la
investigacion de farmacologia y toxicologia porque es clinicamente relevante, esta
bien estudiado y se induce rapidamente in vivo. El dafio hepatico inducido por
paracetamol en roedores se utiliza con frecuencia como modelo para probar el

potencial hepatoprotector de las terapias a base de hierbas (McGill et al., 2012).

El presente estudio se llevd a cabo para determinar el efecto del extracto
liofilizado de J. rhombifolia, sobre el dafio hepéatico experimental inducido por

paracetamol.
Fase experimental

Contrastacion empirica para la determinacién del efecto hepato protector de J.

rhombifolia

La injuria hepatica se produjo por la administracion oral de 640 mg/kg de

paracetamol. (Gilani et al., 1992)

Se dispusieron ratas Wistar de ambos sexos de 150-200 gramos, con alimento y

agua a demanda, que se repartieron en cinco lotes:

e Lote I: control, se le administro solucion fisioldgica (SF), v.o.
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e Lote Il: se le administrd tres dosis de SF (10 ml/kg, v.0.) a intervalos de 24 h
y paracetamol (v.0.) una hora después de la Gltima dosis de SF.

e Lote IlI: se le administro tres dosis de silimarina (200 mg/kg, v.0.) a intervalos
de 24 horas y paracetamol una hora después de la tltima dosis de silimarina.

La silimarina es un complejo de tres flavonoides, silibina, silidaninay silicrisina
aislado del cardo mariano, una planta que ha sido muy estudiada como protector
hepético y descongestivo. Su mecanismo de accién radica en aumentar el glutation, el
mismo interviene en la desintoxicacion de farmacos y productos quimicos. (Alonso y
Desmarchelier, 2015)

e Lotes IV y V: se le administraron tres dosis (500 y 1000 mg/kg, v.o.,
respectivamente) del extracto acuoso liofilizado de las hojas de J. rhombifolia
a intervalos de 24 h y paracetamol una hora después de la tltima dosis.

Protocolo F-359/21: Estudio de la actividad hepatoprotectora de Jodina
rhombifolia. Resolucion N2 100/21

En la Tabla 18 se representa el procedimiento experimental seguido en los
primeros tres dias del ensayo de determinacion de la actividad Hepatoprotectora de J.
rhombifolia.

Tabla 18

Dias 1 a 3. Determinacion de la actividad Hepatoprotectora de J. rhombifolia

Lote Tratamiento

Lote I (Control) Solucién Fisiologica 1m (v.0.)
Lote Il (Control) Solucién Fisiolégica 1m (v.0.)
Lote 111 (Control positivo) Silimarina 200 mg/kg (v.0.)
Lote IV 500 mg de J. rhombifolia (v.0.)
Lote V 1000 mg de J. rhombifolia (v.0.).

Nota. Se utilizaron dosis de 500 y 1000 mg/kg de J. rhombifolia (n= de 6 a 8 animales)
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Tabla 19

Dia 4. Determinacion de la actividad Hepato protectora de J. rhombifolia

Lote Tratamiento

Lote I (Control)  Solucion Fisioldgica 1m (v.0.) - -

Lote Il (Control)  Solucion Fisioldgica 1m (v.0.) 1lh Paracetamol
después (dosis

hepatotdxica)

Lote Il (Control Silimarina 200 mg/kg (v.0.) 1h Paracetamol
positivo) después (dosis

hepatotdxica)

Lote IV 500 mg de J. rhombifolia (v.0.) 1h Paracetamol
después (dosis

hepatotdxica)

Lote V 1000 mg de J. rhombifolia 1h Paracetamol
(v.0.). después (dosis

hepatotoxica)

Nota. Se utilizaron dosis de 500 y 1000 mg/kg de J. rhombifolia (n= de 6 a 8 animales)

Estos animales, expuestos a alimento y agua a demanda, veinticuatro horas
después se eutanizaron por inhalacion de dioxido de carbono y se extrajo sangre para
la determinacion de pardmetros biogquimicos como enzimas hepaticas: GOT
(Transaminasa glutdmico oxalacética), GPT (Transaminasa glutamico-piravica) y
FAL (Fosfatasa alcalina).

La sangre fue centrifugada para separar el suero de los globulos rojos. Las
determinaciones bioquimicas se realizaron con técnicas de analisis manual con la

utilizacion de reactivos Wiener lab., con los siguientes fundamentos analiticos:
e Determinacién de enzimas transaminasas por el método colorimétrico:

La enzima transaminasa glutdmico oxalacético (GOT) cataliza la siguiente

reaccion:
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Aspartato + a-cetoglutarato — Glutamato + Oxalacetato
La enzima transaminasa glutamico piravico (GPT) cataliza la siguiente reaccion:
Alanina + a-cetoglutarato — Glutamato + Piruvato

El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato)
reacciona con 2,4 dinitrofenilhidracina produciéndose en medio alcalino un compuesto

coloreado que se mide a 505 nm.
e Determinacion de la enzima Fosfatasa Alcalina por el método colorimétrico:

La fosfatasa alcalina desdobla al fenilfosfato de sodio en medio alcalino
tamponado con aminometil propanol (AMP). El fenol liberado se determina por
reaccion con 4-amino-antipirina y ferricianuro como agente oxidante. El color
desarrollado es directamente proporcional a la actividad enzimatica y se mide a 520

nm.

Se registro el peso del higado y se calculd el indice hepatico mediante la

siguiente ecuacion:
indice hepatico (%) = (peso del higado / peso corporal) x 100
e Analisis estadistico:

Los resultados se expresaron como la Media + Error estandar y la significacion
estadistica de las diferencias entre grupos se calculd utilizando ANOVA con posterior

comparacion por Tukey-Kramer.

Resultados

Los efectos hepatoprotectores de la infusion de J. rhombifolia se evaluaron en
funcién de la actividad de GOT, GPT y FAL en suero, como marcadores de dafio
hepatocelular. GOT y GPT estan presentes en altas concentraciones en los hepatocitos
y por lo tanto su concentracién sérica puede servir como indicador de dafio hepatico
(Lahony Das, 2011; Meera et al., 2009; Raskovic et al., 2014).
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La dosis toxica de paracetamol (640 mg/kg) produjo un severo dafio hepatico,
como indica el incremento significativo en los valores de GOT (p<0.001), GPT
(p<0.001) y FAL (p<0.01) en comparacion con el grupo control (Solucién fisiologica).
El pretratamiento con la infusién de J. rhombifolia disminuy6 significativamente la
actividad de GOT (p<0.001) vs. Paracetamol (Figura 13). También disminuyd
significativamente la actividad de GPT (p<0.001) vs. Paracetamol (Figura 14). La
actividad de FAL disminuy0 significativamente, sélo con la dosis de 1000 mg/kg de
J. rhombifolia (p<0.001) vs. Paracetamol (Figura 15). Silimarina, farmaco
hepatoprotector, disminuyd significativamente la actividad de GOT, GPT y FAL
(todas con un p<0.001).



Figura 14
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Actividad Enzimatica de FAL (U/l)
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En comparacion con el grupo control, el lote de paracetamol mostrd

significativamente mayor peso e indice hepéatico (***p<0.001). El peso y el indice

hepatico en el grupo tratado con J. rhombifolia (1000 mg/kg) fueron més bajos que los

del grupo paracetamol (***p<0,001 y **p<0.01, respectivamente).

Figura 17

Peso de Higado (g)

Peso higado (g)

154

104

i

www

e

=

Control

SF

S00 1000

200

Jrirombifolia (mag/kg) Sil (mgfkg)

Paracetamol (640 malkg)

Nota. SF (solucidn fisiologica), Sil (Silimarina). *** p<0.001 Paracetamol vs.

Control. ***p<0.001 J. rhombifolia vs. Paracetamol; Silimarina vs. Paracetamol.



100

Figura 18
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Discusién y Conclusiones

En general se considera al paracetamol como un medicamento seguro y el efecto
adverso mas frecuente es la hepatotoxicidad, que generalmente se produce después de
sobredosis aguda (James et al., 2003). Este medicamento genera enfermedad hepética
aguda en donde la caracteristica principal es el aumento de las transaminasas (Dufour,
1988). La determinacion de las transaminasas es un ensayo bioquimico muy sensible,
esto se debe a que son enzimas que poseen una alta actividad enzimatica en el interior
del hepatocito y que segun su ubicacion intracelular han sido definidas como GPT que
se encuentra principalmente en el citoplasma del hepatocito y GOT de ubicacion
principal en la mitocondria del hepatocito. También GPT presenta una elevada
actividad en hepatocitos, con niveles celulares de 3.000 veces mayores que en plasma.
Cuando se producen dafios en la membrana del hepatocito, estas enzimas como la
GOT, son liberadas de forma masiva al medio extracelular y provoca el incremento
brusco de estas enzimas en el ambito plasméatico. Ademas, hay que evaluar la vida
media enzimatica, GOT tiene una vida media de 17 £ 3 horas, mientras que la GPT
tiene una vida media de 42 * 11 horas (Dufour, 1988). Los cambios enzimaticos que
se observan en un dafio hepatico pueden explicarse facilmente por las diferencias en
los niveles de actividad hepética y en la vida media enzimatica. En el caso de un dafio
hapatocelular agudo generado por paracetamol los niveles de GOT sera mayor que los
de GPT, debido a la elevada actividad de GOT en el hepatocito. Al cabo de 24 o 48
horas, aun persistiendo el dafio, la GPT alcanza niveles mayores que la GOT, ya que

su vida media es mas larga.

La administracion de la infusion de J. rhombifolia mejoro la disfuncién hepatica
inducida por la administracion de paracetamol como lo demuestra la restauracion de
la actividad de GOT y GPT en suero.

Otra enzima de localizacion hepética y que permitiria evaluar una patologia
hepatica es la fosfatasa alcalina (FAL), pero al igual que las transaminasas, posee una
maltiple localizacion a nivel organico y también la FAL se encuentra en huesos,
placenta y en menor medida en intestino. Una elevacién de FAL de origen hepatico
inferior de tres veces el valor normal puede deberse a un proceso hepatico inespecifico

(Kaplan y Brensilver, 1975). El tratamiento con J. rhombifolia (1000mg/kg) también
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disminuyé significativamente los valores de FAL, respecto al lote tratado con

Paracetamol.

El higado juega un papel crucial en la regulacion, sintesis, almacenamiento y
secrecion de proteinas, nutrientes y productos quimicos (Wang et al., 2017). El higado
es también el centro de la transformacion metabdlica de las drogas y otros xenobioticos
y procesos desintoxicantes. El estrés oxidativo ha sido reconocido por desempefiar un
papel crucial en el desarrollo y progresion de numerosas enfermedades crénicas del
higado por dafio a las células del higado, contribucion a isquemia, regeneracion,

necrosis y apoptosis (Raskovic et al., 2019).

La administracion de paracetamol en dosis tdxicas sirve como un modelo bien
establecido de estrés oxidativo y dafio hepatico agudo. En la aparicion del estrés
oxidativo, los antioxidantes enddgenos reaccionan con los radicales libres para
prevenir el dafio oxidativo. La produccion del metabolito toxico NAPQI conduce a la
rotura del grupo SH en &cidos nucleicos, proteinas y membranas, todo lo cual

contribuye al dafio hepatico (Teofilovic et al., 2021).

El agotamiento de GSH intracelular causado por un aumento de radicales libres
aumenta la susceptibilidad del higado al estrés oxidativo (Firozian et al., 2020;
Sohrabinezhad et al., 2019).

Sustancias como los polifenoles, serian las responsables de reducir el estrés
oxidativo en las células y asi evitar el desarrollo de enfermedades (Wang, et al.2017).
Los flavonoides contienen en su estructura quimica en un namero variable de grupos
hidroxilo fendlicos. Existen numerosas publicaciones acerca del efecto

hepatoprotector de los flavonoides.

Se observaron actividades hepatoprotectoras en flavonoides aislados de Laggera
alata contra la lesion inducida por tetracloruro de carbono (CCls) en hepatocitos de
ratas neonatales en cultivo primario y en ratas con dafio hepatico. Los flavonoides a
dosis orales de 50, 100 y 200 mg / kg redujeron significativamente los niveles de GOT,

GPT, proteina total y albimina en suero (Wu et al., 2006).
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Se ha informado que varios flavonoides como la catequina, apigenina,
quercetina, naringenina, rutina y venoruton presentan actividades hepatoprotectoras
(Tapas et al., 2008).

Se estudiaron las propiedades hepatoprotectoras de una serie de flavonoides
naturales (hesperidina de cascara de citricos, diosmina de Vicia tanuifolia Roth. y un
analogo de diosmina de Vicia trunctula en ratas macho con un modelo de hepatitis
CCl4 aguda. El efecto se evaluo por la capacidad de estas sustancias para normalizar
las caracteristicas bioquimicas del estado funcional del higado, en comparacion con el
farmaco de referencia carsil. La accidn hepatoprotectora mas pronunciada se observo
para el analogo de diosmina administrado en una dosis de 100 mg / kg, que fue superior

en algunos aspectos al hepatoprotector de referencia (Dorkina, 2004).

El glutation se sintetiza a partir de los amino&cidos: cisteina, acido glutamico y
glicina. EI SH (grupo sulfhidrilo de la cisteina sirve como donador de electrones y es

responsable de la actividad biologica del GSH.

El glutation se sintetiza en dos pasos dependientes del trifosfato de adenosina
(ATP):

. La y-glutamilcisteina se sintetiza a partir del L-glutamato y la cisteina
a través de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa. Esta reaccion es el paso
limitante en la sintesis del GSH.
J La glicina se anade a la terminal C de la y-glutamilcisteina, a traves de
la enzima glutation sintetasa.
Los flavonoides incrementan el nivel de GSH intracelular (quercetina y otros)

por incrementar la sintesis de la glutamilcisteina sintetasa.

Ishige et al. (2001) encontraron que los flavonoides protegen las células HT-22
y las neuronas primarias de rata de la toxicidad del glutamato, siendo tres mecanismos
de proteccion distintos. Estos incluyen el aumento de GSH intracelular, la reduccion
directa de los niveles de ROS y la prevencion de la entrada de Ca?* a pesar de los altos
niveles de ROS, mostrando el mecanismo de proteccion de los flavonoides frente a las

agresiones.

Los polifenoles se encuentran entre los mas importantes y caracterizados

fitoquimicos antioxidantes no vitaminicos presentes en muchas verduras, frutas y
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diversas hierbas medicinales. El acido clorogénico, presente en J. rhombifolia, es uno
de los polifenoles mas abundantes y posee una reconocida capacidad antioxidante,
previniendo el dafio oxidativo. El efecto hepatoprotectivo del acido clorogénico ha
sido demostrado tanto en modelos con paracetamol como CCls. El andlisis de
transaminasas y la evaluacion histologica hepatica demostraron la proteccion del acido
clorogénico contra la lesion hepética inducida por paracetamol. El tratamiento con
acido clorogénico disminuyé el aumento numero de células apoptdticas hepaticas
inducidas por paracetamol, de una manera dependiente de la dosis. Ademas, el acido
clorogénico revirtio la disminucion de los niveles de glutation reducido hepatico
reducidos en el higado por accion del paracetamol. De esta manera, Ji et al., (2013),
demostraron que el acido clorogénico contrarresta la lesion hepética inducida por
paracetamol, previniendo la apoptosis y el dafio por estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos indican que la infusién de J. rhombifolia, obtenido
por un modo de extraccion simple, conveniente y ampliamente accesible, que se realiza
facilmente sin ningun equipo sofisticado, exhibe varias propiedades beneficiosas. El
presente estudio demostrd un potencial hepatoprotector significativo de la infusion

indagada, en un modelo de lesion hepatica inducida por paracetamol.

Finalmente, y volviendo al estudio de plantas medicinales y su uso terapéutico,
es un compromiso para la comunidad cientifica, rescatar estos conocimientos, que
constituyen mucho mas que saberes tradicionales de las comunidades locales, y
continuar validando su eficacia bajo minuciosos procesos de investigacion,
experimentacién, control de efectos secundarios y toxicolédgicos, tendiente a lograr el
uso adecuado de las plantas medicinales en la poblacion.
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Conclusién epistemoldgica

Segun lo propuesto por Samaja (2003), habiendo transcurrido la instancia de
validacion conceptual y la de validacion empirica, se podria interpretar que, estos
resultados contribuyen a la instancia de validacion operativa, habiendo estudiado
ciertas propiedades del material vegetal J. hombifolia, como actividad hepatoprotector
y como se tratd en el capitulo anterior, con efecto gastroprotector y antiulceroso,
pudiendo pasar luego a la validacion expositiva, que permitird dar lugar seguramente

a nuevos interrogantes y revision por parte de la comunidad cientifica.

Sin embargo, y consonantemente con lo afirmado por Hempel, si se reiteran los
experimentos, recurriendo a la contrastacion de diversas implicaciones, podria
afirmarse por induccion que la hipétesis es probablemente verdadera, por ende, coloca
al investigador “en una situacidn mas satisfactoria que si no la hubiésemos
contrastado” (Hempel, 1966, p.23). Aun asi, es necesario destacar que su argumento
no es ingenuo, por lo que ¢l mismo llam¢é “la paradoja confirmacionista” que ocurre
ampliamente en las ciencias facticas donde la induccién es siempre incompleta
(Mombra Ruggiero, 2019).

En cuanto a la hipdtesis sustantiva “La especie herbaria “J. rhombifolia” conocida
popularmente como peje, posee propiedades medicinales”. Se debe seguir trabajando
analégicamente con animales en la fase preclinica para poder pasar luego a la fase
clinica, ver como actla en las personas examinando de este modo si se trata de un
medicamento adecuado y eficaz en el tratamiento de esta enfermedad, y con un
adecuado perfil de seguridad, dado la gran cantidad de personas que utilizan

actualmente estas plantas medicinales.

Concluyendo con lo planteado, en el presente trabajo, se pudo tomar en
consideracidn que el confirmacionismo posee limitaciones, porque no se puede probar
de manera absoluta los efectos como gastroprotector, antiulceroso y hepatoprotector

de esta especie, siendo necesario continuar trabajando asiduamente en los mismos.
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a) Protocolo para la determinacion de la actividad citoprotectora géastrica de
Jodina rhombifolia frente a diversos agentes necrosantes

PARA USO EXCLUSIVO DEL COMITE
Protocolo Ne:
Institucion:

Valido desde: ..../..../.... hasta: ..../..../....

ACLARACION

- Los Protocolos para la realizacion de experimentos con animales se recibiran por Mesa de Entrada de
la Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, la nota debe ir dirigida a la Decana Dra. Mercedes
Campderrés y por su intermedio al Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

- Los protocolos para la realizacion de experimentos con animales utilizados en Docencia, tienen que
ser presentados durante dos periodos del afio, desde el 01 al 15 de Mayo y/o desde el 01 al 15 de
Noviembre para realizar la experiencia en el segundo y primer cuatrimestre respectivamente.

- La solicitud de animales para experimentacién debera realizarse con tres meses de antelacién,
considerando los tiempos de gestacion, crecimiento, cantidad y peso requerido.

- Para comunicarse con el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales nuestro e-mail es:
cicuaunsl@gmail.com

Fecha: 12/04/2021
PARTE I

1. Responsable Principal (Titular del Proyecto o de Materia): APELLIDO — NOMBRE:
Wendel, Graciela

Dpto.: Lab/Cat: Tel. Lab/Cat: Int.Tel. particular: Farmacologia. Dpto. de Farmacia. Interno
6162

e-mail: gwendel@unsl.edu.ar

2. Titulo del Protocolo: Determinacion de la actividad citoprotectora géstrica de Jodina
rhombifolia frente a diversos agentes necrosantes

Titulo del Proyecto: Evaluacién farmacoldgica y toxicoldgica de productos naturales.

3. NUmero de protocolo aprobado con anterioridad (si es que lo hubiera):

4. Personas que manipularan los animales de este Protocolo (indicar funcion con una X):
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i Depto. Investi .. ) i Estudian

Nombre y Apellido Docente Tecnico | Becario | Tesista

/lab. gador te
Wendel, Graciela Farma X

cia
Teves, Mauricio Farma X

cia
Duarte, Silvia Enfer X X
Raquel meria

5. Ente Financiador (marcar con una X):

UNSL X CONICET Otro (especificar):

6. Naturaleza del Trabajo (marcar con una X):

Investigacion Proyecto nuevo: Continuacién proyecto: X

[ Tesis. Licenciatura Doctorado Maestria: X
Ensefianza de grado postgrado

Supervisado por (marcar con una X): Titular X

Los estudiantes (marcar con una X): manipularan

animales
Diagnostico (marcar con una X):  por Servicio/convenio

7. Duracion estimada (MAXIMO 1 ANO): Fecha inicio: 03/08/21
06/08/21

Rutina X

Prueba piloto:

Otro (nombre/cargo):

no manipularan

N° de estudiantes

Ocasional

Fecha finalizacion:

8. Animales:
Especie Cepa Edad Sexo Peso Cant. Procedencia
Rata Wistar | 2 meses | Ambos | 180-200 g 24 Bioterio

9. Tratamiento (marcar con una X):
sobrevida):

Agudo (no sobreviven) X Crénico (duracion maxima de
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10. Categoria de Invasividad (encerrar con un circulo segln corresponda): A BX C D
E

PARTE II

1. Sintesis de los objetivos del experimento: (no mas de 300 palabras)

Se emplearan ratas Wistar, de ambos sexos, con ayuno de 24 horas.

Se administrara la infusién de Jodina rhombifolia (1000 mg/kg, v.0.).

Luego de una hora se administraran los distintos agentes necrosantes: acido
clorhidrico, cloruro de sodio e hidréxido de sodio (CIH 0.6 N, NaCl 25%, y NaOH 0.2
N) en los respectivos lotes (n=8) (Robert y col., 1979). Una hora después de la
administracion de los agentes necrosantes se eutanizaran los animales.

Luego de la eutanasia se removeran los estbmagos y se evaluard el grado de erosion
utilizando el software Image J (NIH)

2. Resumen de maniobras experimentales (Responda todos los items. Cuando la respuesta sea
SI(X), por favor brinde informacion detallada en el espacio inferior).

A.- INMOVILIZACION (fisica, quimica, método, duracion) X

B.- PROCEDIMIENTOS NO INVASIVOS (tipo, duracién, frecuencia, efectos clinicos esperados)

C.- PROCEDIMIENTOS INVASIVOS (tipo, duracion, frecuencia, efectos clinicos esperados)

D.- PRIVACIONES (tipo, duracion, frecuencia, efectos esperados)

E.- ADMINISTRACION DE AGENTES (producto o compuestos, dosis, vias, frecuencia, efectos clinicos
esperados) X

F.- ANESTESICOS (tipo, nombre, frecuencia)

G.- BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES (propésito, tipo)

H.- MANEJOS ESPECIALES (dietas, cuidados particulares)

l.- OTRO (Maniobras no comprendidas en los anteriores)

Seran realizados por (marcar con una X): Docente/Equipo de investigacion X Personal del
Bioterio

Detalles de las respuestas anteriores:

Se inmovilizard el animal para realizar las administraciones detalladas anteriormente

3. Dolor o distres esperado (marcar con una cruz en cada item que corresponda)

Nulo Leve X Moderado Alto




Durante la sujecion X durante los procedimientos

Inmediatamente después de cirugia durante la convalescencia

a largo plazo
4. Medidas para aliviar el dolor:
X NO Razones:
S| (Especificar agente, vias, dosis y momento de aplicacion)
5. Método de Eutanasia
Realizado por: Investigadores

Metodologia utilizada: Didxido de Carbono

PARTE 111
1. Riesgos para el personal o para la poblacion animal del Bioterio
Sin Riesgo X
Riesgo Potencial: Quimicos:
Bioldgicos:
Radiactivo:
Cancerigeno:
Describir:
Riesgo:

2. Medidas para disminuir el riesgo:

PARTE IV

1. Personas a contactar en caso de emergencias fuera de horario:

Nombre: Wendel, Graciela Tel. Lab/Cat::
6162 Tel. particular: 4455891-2664200687

Alternativo: Tel. Lab/Cét:: Int.
particular:

2. Se acompafia hoja de instrucciones para sucesos imprevistos 0 emergencias:

v

Sl NO X
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b) Aprobacion de protocolos de experimentacion otorgado por el
Comité Institucional de cuidado y uso de Animales (CICUA) Res 99/21 y

Res 100/21
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2021~ "ARO DE HOMENAIE AL PREMID NOBEL DE MEDICANA

OR, CESAR MLSTEW"

Unluvessidad Nadonal de San Luls
Facultad de Quimica Blocuimica

y farmaca

santuis, 22 JUN 2021

VISTO:

El EXP-USL: 4583/2021, mediante ¢l cual ln Ceordinadom dsl
Comiié Institucional de Coidado y Uso de Animales (CLC.U.A.) eleva la ndmina
e Protecolos de Experintentacion Aprobodos ducants el ata 2020, y

CONSIDERANDO:

Que los Docentes Investigadorss en cumplimienso de las Ordenanzas
vigenwes han presotado los Protocolos de Experimentacién con Animales cn
tiempo y forma.-

Que ¢l Comité Institucicoal de Cuidado y Uso de Animales
(C.LC.U.A) bha revisado, aprobeda y clevado dichos Protocalos a iz Faculad,-

Que se considera importonte su protocolizaciin ya que ta mayorfa de
los Decentes-Investigndores nscesitan cootar con la misma parn pubiicss en
revistas de dmbito Necional & Imemnacional.-

Que I Secretaria de Clescls y Técnica de la Facultnd de Quimics,
Bioquimica y Farmaciz, recomienda su aprobacién y protosolizacidn.

Que =n & Sesida Virmual Ordinaria del 7 de Junio del coniente adio, ¢l
Conscjo Directivo aprobé por wnmnimidnd la List= de  Protocolos de
Experimentacidn con Animales durante ¢l afio 2020.-

Por ello y en uso de sus stribaciones,

EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE
QUIMICA, BIOQUIMICA Y FARMACIA
RESUELVE:

ARTICULO [°.- Aprobar Ia némina de Protocoles de Experimentacion realizados
durandz afio 2020, per Docentes- Investigadores de esta Fscultad, sogim coasia en
¢l Anexo Unico de Is presente disposicién..

ARTICULO 2°- Comuniquese, inséricse en el Libro de Resohacionss do la
Facultad publiquess an o Digesio Administrativo de i Universided y archivese.-

RESOLUCIONN B 9-=2 {

-

BT
rorats
Fac Qca Byoay Fammscas

S INSL
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c¢) Autorizacion para realizar investigacion sobre la especie vegetal Jodina

rhombifoilia

J03E= ARG DE HOMENAIE AL FREMID NOBEL I AIMDMNA

rn DR, CE5AR MILSTEIN®
Universidad Macio ral dis San Luls
Faeulkad de CQuimics Bioguimdsa
y Farmacia
BIOQA4S | Q009422062 | Davicino, Foléala Dpvicseg, Ciboenion
i o Enbermy diplisugilacin 4 Beberin maenifigns
proteings do superficle peshoneaies
de macriifigns
pesliacales
MU en la
mimisn i da
inkosiim Bergila
dreniines
BIOO-3E | QUDMZIUN: | Daviens, |Roléal Daviceen, Obtencite
Ri20 ] Robeie desgliccsilacida dz skt santeilirgod
proleie de giparficic peviloneales:
de macehligos
phieieales
murinos &n fa
mmseoplngen gl
infeckbncon Fersiuks
aniarproiinoT _ _
g E-34600 | 405603030 | Wendel, Evaliasdon Parcdzs, JEsies | Egidie de &
f Girecielz Fammecelbyica ¥ pomicid ad o dosis
¥ Texicohgics & repetids de
A Frodustes Hovaales Tripoanathus
- thnm
N (F3aWa0 | A0seaeey | Wendel, | Bwalmcen | Paredes, Meaien | dzh
LI Grecicle | Funnecoligien y ctlvidad
L Tasicoligizade elinproeziom
Produrtes Notomles ghewicn de
20 2@
FOBa0 | A0GIINa0 | Wendsl, Evaliacen Teves, =l
Ciraciela Farmzcokigia Manwicia getiwiilad
T-Iﬂ.ln:ﬂﬂ;]ci-d: timprtesiam
TProducies Matirales amsicn de Jovilia
sz po mia
O | TIRAiZia0 | Of Gememn, | Evauaciin ool clecn | DiGenars, | Eecoo 0 JoRE |
Fa1] Mora Sibvia | g ko inhioidone bedari Silvia dobie by severnled
selectivas de la iz AR en rtones
esaplacin de THI B33
saminnim
(15115 e perits
izt
B0 330 | TTEGTT | Th Gk, | Evesciis 0l ece | D Genem, Eadinr wlpertl |
0 Mare Silvia | de | inhlibidores Marls Silviz | anti-inflamatars
pedaciivas de [ delasBCsy
neepplac i de pliquz ias en b
igsalenim raiomes
(TEE2] en aririlis THFRpSS--
R It oimt ISRS
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W!"'WMHMEALMHWHHM
DR, SRR puLsTEWNS

Universidad Mackonal de San Luls
Facultad de Quimica BMoguimica
¥ Farmacia

saMLUIs, 22 JUN 2021

VISTO:

El EXP-USL: 3493/2021, mediznie ol casl la Ceardisadara del
Comivd Instiitucional de Cuidade y Usp de Amimales (C.LC.UAL) eleva la poming
de Protocelos de Experimentacion Aprobedos durante los meses de enern a mayo
del 2021, ¥

COMSIDERAND

Cue los Doceaies Invesfpadores en sumplimiento de las Ordennnzas
vigenies ham presentado |os Protoceles de Experameniocidn com Amimales on
ticrnpo ¥y forma.-

Qe el Comir: Instinecioral de Cuidado y Use de Animales
(CLCLULA) ba revisado, aprebodo v elevado diches Protocolos o la Fasulmd.-

Crue: se considera Importanee su protocolizacidn ya que la mavoeria de
bz Docentas-Investigndornes mecegitan cantar coR la misma pam pieblicor en
revisles de ambito Macional ¢ Inlemociomal.-

e bn Secretarfa de Clencin vy Técnica de In Pocultad de Qulmico,
Biogquimizn y Fermneia, recombenda su aprobacitn v protocolizacibe.

Crue ca la Sesidn Ordinacia Virmal, del 7 de Jueio del Comiente afio «l
Consejo  Directive  aprobd  por  vnanimidad la It de Protocolos de
Experameniocidn con Ankmales.-

Par clbc ¥ en uso de sus arrieciones,

EL COMSEI DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE
QUIMICA, BIOQUIMICA ¥ FARMACTA
RESUELVE:

ARTICULS 1*.- Agrobar I ndming de Frotocelos de Experimentscin realizodos
dumnis o5 meses de enerp a mayo del HEl, por Decentey=- Ionvesligadonss de
cotn Faculiad, semin consia en el Anexo Unico dz la pregente dispasicidn,-

ARTICULD 2'- Comunicuese, insérese en el Libre de Recslicioacs de la
Facultnd publiquese en el Digesto Adminisimativo dz ks Universsdad v orchivess.-

resoLucton e 1 0 0—2

Tsliﬂw:m“
T i
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2021- TARD DE HOMEMAIE &L PRS0 MOBEL BF MEQUETI DR CERAR i

‘Uniwersidad Mat e San Luis
Facwitad da Qwimica Blogquirics
v Farmada
ANEXO UNICO
ARD M- PROTOCOLOS DE INVESTIGACTON APROBADODS
e Expalicnie | Director | Membre el Responzably | Mombre de Frofombs
Frolgenln ila de Prajocels
Froyoety
MR} 1=zl 137 Pelurbomti | Dedsacuiom de Ira, Wiyriam Hipw'orkn
L] FORMERIS o mecanivmos de FLHRHIERTS ndctreamramed i de
regulacito en o mercshiglifidin y olem e la
Fiwulagin » peeliyudsiosis oigics on rae
feopmelugiz dz Maricipacian e los
reprenmcion raarilags y del mer o
i :E’l‘iﬂ'
TR e, A [aszs Ura Lhdina | Benenacton qumica
L i cronchishigeas del | UARGNELL L | esplenica
ASELILAIYI | emcjecimimo y It
e enfermcdadas
SO0 e,
(e {id | i T L abasidad en Dire Ana Siaddln auimcnml dn
Cecilla adulin predlspors of | Cecifa {ibesidads Fnlermaeded &
ANALILDY] | desersuls e B AMFITROVIC | AlSussicr
TH crdeTmcdd o; L
Al shener. Perll)
e hegindicdn s
T R
akirizn uzbes la
aparichia e la
— — — paierme - _ —
B0 DPR0T] , Sergio | Resistencia n Oir. Serpic Regisfencea o vérnuralfinih
33620 Eduardo vemumiznik ¥ Eduardo ¥ medulocicm de la
ALVAREY | modulocidn de lz | ALVAREZ | respursia mmune en
PrpeaE & inEane melipoma & trovds de la
en melanoma o ncifvackin del gje
wrnvds de lo GALTIM-3
astivacEn dal e
GALMTIM-I
F-38721 | MspmI | D Evaluaridn D, Craciela | Delorsimacion ¢ B
Gracicly Farmacaldgica v | WENDEL anlividd
Toxleoidghen de pisrica de Anfes
Produces kil frens a
Mabamiles diversos agenies
_ _ necrosanies
F=358 | 1391121 | D Evilsation D, Girggicls | Esudiode b setihvidad
Oraciel Famncokdgzay | WENDEL
WEMDEL | Tositoldgcs do gastrodundial de foclinr
Productos slomdiinfic
Mavsrzles
F-35921 | 2380021 | D Evaleacitn Dra Graciel | Estudinde h.nl;lid
Craciek Farsmcodgicny | Wende] hepmopraecion de fdng
Wendel Toxicolcgica da rliambifnlin
Fendueics
Mavgrales

CORRESPORDE BESOLUICICHM N

100-21
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Univarsidad M de San Luk
Facahad de Quimica Bioou'nics
¥ Farmaca
"
FIL.
F-360071 | 23913021 | D Evalwocicn [en Gracieh | Esudlo del seecanlomes do
Ciracicla Fomeacoldghon y | Wendel achén en ba actividad
‘Wendel Terckenl dglea de gdsric de
Producios Sl
hemurales
BIC0- 2450B 2021 Dira. Lloctos do da D Efecins de 1 cbesidad
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c)Autorizacion para realizar investigacion sobre la especie vegetal Jodina

rhombifoilia

\

oMt do Mdio lmbionte o
i u .PBD.2014

SAN LUIS, veintiocho da octubre de dos mil catorce -

VISTO:

£l Expediente Administrativo que tramita bajo 8l nGmero
0000-10230002/44 corelufado “CL SR. MAURICIO ROBERTO TEVES
SOLICITA AUTORIZACION PARA REALIZAR INVESTIGACIONES", v Ia

Rosolucién N 3.PAN-2011, v,

CONSIDERANDO:

Que a fs 1/2 obea preseniacin de la Dra. LILIAN
EUGENWA PELZER, DN N° 5.576.365, colcitando autorizacidn para
realizar investigaciones on la jurisdiccin de la provincia de San Lus:

Que, ' ley N* IX-0317.2004 facuka @& Programé
Blodiversidad @ determinar s condiciones de aulovizacidn  de
Investigaciones clantificas dentro del tarrilorio de ta Provneia de San Luis,

Que, @5 funcdn def drea Biodiversicad posibiltar la
realizacién da tareas qua contribuyan a aumentar €l conocimiento clentitos
0@ las especies y ecosistemas do la Provincia;

. Que, la documemacidn presontada por la sclictants,
contiana ks olomentos nocesancs que estipula B Resclueidn N° 3-PRN:
2011 en cuanto a requarmientos para autorzar nvestigacanas califvas

Que, ka prodesional sclictante v &l proyecto presentade se
encuentran avalados por fa Facukad do Quimica, Bioguimica y Famacia
de la Universidad Nacional de San Luis;

Que, ¢l objetivo general del proyacto s inuvpstigar extrazlos
de plantas reglanalos yfo metabolitos alslados a partir g2 las mismas, en
base a datos emplricos de la medisna lradiciongl, & lin de valdar su
uliizacién popular mediante tcnicas experimentales de laboratorio yie
avibui acciones con efecto sobre procesos Inflamatorios, Cigestive y
alcoholismo;

Que, la Wonmwn aportada por @ proyecto permnrd
aumentar of conocimiento sobre las plantas medicinalas de 'a Provinca,
fortaleciendo la medicina tradicicnal, dando sustento clentificy a esta
prictica y avalando la sequridad de su aplcaciin:

PATIN
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5 T Resoweion i OBY pao.ants

o SAN LUIS, veintiocho do octubre de dos mil catarce -

. Que, ol proyosto roquiere de la colecta do partes vagetales
(hojas, floema, corteza, ramas, rizomas) do fas especies Jodvia tombifols
y Anistolochia argenting,

Que, los mélodas de colecta a LIzl no fepresantan
ningdn riesgo para tas podlaciones siesties de las esecies maluzradas
i para su entomo;

Que, las muostras colectadas lenen como finaidad
proparacién de soluclonos oxiractivas para & realizacdn de estudios
farmacolégicoe y toxicolbgicos,

Que, ks coloctas 50 realizasan en propiadades prvadas de
las localidades de Fraga y Lujan;

Por elio, y 00 uso de sus arfbutionss,
EL SENOR JEFE DEL PROGRAMA BIODIVERSIDAD
RESUELVE:
.

Adiculo 1% AUTORIZAR & Ia Ora, LILIAN EUGENIA PELZER, DN N*
5.576.366, al St MAURICIO ROBEATD TEVES ON' AF
21950561 y @ Sra. Jaska Daniela Parsdes, DN N
31.717.023, a colectar panes vegetales do eyemplares ge
los géneros Joding Mombifola y Arfsfelecina argenting, on
verras privadas de las ocaldades de Fraga y Luan de =
Provincia de San Luls.-

Aleulo 2°-  Los especimenes ylo muesiras oblenides en ejercon o2 la
presenie Autorizacién, asi como los denvados ctianigos
por cuglquier téenica moleculer o de ol tipo, no padrin
ser aprovechados con fines comercialos. La prosonte so
oforga exclusivaments con fines de investigacién clentifica
para estudlos farmacelbgicos y foxicoldgices y axcluye toda
usifzacion, transferencia o disposicidn de los recursas

PATN
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Som

widowis de OMacho CEfwbionts
i

3
sesowcione 588 eananne

SAN LIS, vertiocho de octubre de dos mi catarce -

biokdgicos yio gendicos, 0 sus produceos derindas, con
fines do uso comercal o indusvial -

Los autonzados doberdn comunicar pee 05c7 al Programa
Biodiversicad, con al menos una $0mana da anteasdn 2 '3
reaizacién de caca campafa, la fechs, tempy o
permangncia, tareas y Ios 03105 personalas (nombre,
apolido, DNI y funcidn en ol grupo) da Ias parsonas que
intogran & equipo 09 853 Campaia.«

La Autoridad da Aplicacién Se reserva & lacuitad de
reafzar todas kas ewdorias que considers nacssenas. a
tales edeclos podra orcenyr of stompafamanis de
veedores & 1S cuaes 105 autorizedos cdeberdn facitar 188
tareas de control y fecaizacin -

Los aulorizados deberdn comuncar &l Programa
Blodiversidad 6l halazgo do rostes fosles, mprontas
vegetales 0 animales o cualquier otro obisto. resto. peza
panie 0 demds clomontos ce material susceptibls de sar
analizado por su vakr paleontoldgeo 0 arqUECIOQLD,
es1ando peohibida su remodién sin la autorizacdn express
amitida poe 8 Autoridad de Aplicacidn, quen determinas
también % conveniancla 0 no de su Cevolucdn una vez
realizados los estudios correspondientes -

Les autorzados deberdn presentar caga $ois (5) meses g
& Autoridad de Aplicacidn, un nforme de avance om
proyecto presentado y coplas de todas las pubicasonss
que deriven del frabajo realizado en 1a Provingia -
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O Wlomistomsio e OMlodio Aembeomin -4
o T resowvconn  S88 .enor01s
P SAN LUIS, wartocho o8 ootulre de dos mil catorce -

AgS0 T": NO Se permie Bajo NgUNn concepts a exrsccitn do
ofempiares O SUS PANes, OF NiINgun eaverto de @
bodiversidad local -

Acticio 8% La preserte Autorcacdn dederdl ser sshbdda en toca
cirounsiancia Que SEA EQAeiia pPor  1as  musnrriacies
provinciales -

Anticuo 97 - Cuniguier violacidn por accidn u omisidén & a romativa
vigenie y la realzacidn de actvicades Que atentes contey |4
conservacidn del patimonio cutural © natura!l S99 1as #'eas
a mwestrear, seed motno do la cance’acidn cof presente

p t y de NCa* por escrito 1os hechos a sl
S dades gque » ol solczanse y al peoyacro, S0
de la cor Jcidn de accones pdc:a3les Qur 5C
‘ Putioran emprendor -
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EVALUATION OF HEPATOPROTECTIVE EFFECT OF Jodina rhombifolia (Hook. &

Arn.) Reissek ON PARACETAMOL-INDUCED HEPATOTOXICITY IN RATS
Duarte SR', Teves MR®, Wendel GH*
'Enfermeria, Facultad de Ciencias de la Salud. ‘Farmacologia, Facultad de Quimica, Bioguimica v Farmacia.
Untversidad Nacional de San Luis. San Luis, Argenting. E-mail: gwendeliguns! edu.ar

Joding rhombifolia (Hook. & Am.) Reissek (Santalaceae) 1s a small perennial hemiparasit tree, popularly known as
“peje”, “quebrachillo”, “quebracho flojo™, “sombra de toro”. This species is utilized in Argentine folk medicine for a
great diversity of health problems as anti-aleoholic, digestive, antidiartheic, anti-inflammatory, hepatoprotective,
hypotensor, among others. The major chemical constituents of leaves of J. rhombifolta are phenolic compounds, organic
acids, tannins, flavonoids, steroids, gums, and mucilage; the extract of its leaves revealed the presence of C-glycosyl
flavonoids. The present study was carried out to determine the effect of the J. rhombifalia lyophilized extract (JRLE) on
experimental liver damage induced by paracetamol. The medicinal plant was collected in the San Luis Province, Fraga
locality, “Los Chafiares” establishment. Infusion to 10% was prepared following the methodology outlined in the VI
Edition Argentine National Pharmacopoeia and Iyophilized to preserve it Wistar rats (180-200 g) were divided into five
groups (N = 6-8). The JRLE was redissolved in distilled water just before administration. The JRLE (at doses of 500 and
1000 mg/ke) and sylimarin (200 mg/'kg) were given orally to respective groups once daily for 3 days. On the third day,
paracetamol (640 mg/'kg, v.o.) was administered to all groups except contrel, one hour after the respective treatment with
JRLE, sylimarin and vehicle. After 24 hours of paracetamol administration, blood was collected, and serum was analyzed
for biocchemical parmmeters: aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkaline
phosphatase ( ALP). A liver index was calculated by the following equation: Liver index (%) = (liver weight/body weight)
=100, Administration of paracetamol to rats caused significant liver damage, as evidenced by the altered serum
biochemical parameters (< 0.01 vs. control). Pretreatment of rats with JRLE exhibited significant (P < 0.001) reduction
in the paracetamol-induced increase in the levels of AST and ALT. Moreover, treatment with JRLE (1000 mg/kg) before
induction of hepatotoxicity significantly lowered the ALP parameter. The liver weight and liver index in the JRLE (1000
mg/kg) + paracetamol group was lower than those in the paracetamol group (P < (L01). The hepatoprotective activiry of
JRLE (1000 mg'kg) was comparable with the standard silymarin. The rise in serum levels of transaminases has been
attributed to the damaged structural integrity of the liver. Several flavonoids are reported for their hapatoprotective
activities. These compounds could be responsible for the hepatoprotective activity. These results contribute to the
scientific validation of the hepatoprotective indication of this botanic species in Argentine folk medicine.
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049- EVALUATION OF GASTROPROTECTIVE EFFECT OF Jodina rhombifolia (Hook. & Arn.)

Reissek
Duarie SR, Paredes JI¥, Teves MR®, Wendel GH®
' Enfermeria, Facultad de Clencias de la Salud. *Farmacologia, Faculiad de Quimica, Bioguimica y Farmacia, Universidad Nacional de
San Luis. San Luis, Argenting. E-mail: gwendel@uns! edu.ar

Joding rhombifolia (Hook. & Am.) Reissek (Santalaceae) is a small perennial hemiparasitic tree, popularly known as “Peje™,
“Quebrachillo”, “Quebracho flojo”™, “Sangre de toro™, “Sombra de toro™. This species is utilized in Argentine folk medicine for a great
diversity of health problems as: anti-aleoholic, digestive/stomach, anti-ulcer, gastritis, antidiartheie, anti-inflammatory, hepatoprotective,
hypotensor, among others. The major chemical constituents of leaves of J. rhombifolia are phenolic compounds, organic acids, tannins,
flavonoids, steroids, gums and mucilagues; the extract of its leaves revealed the presence of C-glveosyl flavonoids. The aim of this study
was to assess the gastroprotective effect of the J. rhombifolia leaves lyophilized agueous extract (JRLE) on experimental uleers and
mechanism in rats. The medicinal plant was collected in "Los Chafiares” establishment, in the Fraga locality. San Luis Provinee. Infusion
to 10% was prepared following the methodology outlined in the V1 Ed Argentine National Pharmacopoeia and then lyophilized to preserve
it. The JRLE was redissolved in distilled water just before oral administration. In all protocols (Approved protocol N® F-348/20, F-357/21
and F-360/21), Wistar rats (180-200 g. n=6-8) fasted 24 h prior to treatments. JRLE was investigated by using various in vive ulcer models.
The stomachs were removed and inspected for lesions in the glandular portion. A scanner examined the specimens and the scanned images
were analyzed by using a program developed by the National Institutes of Health (Image J 1.46r). The role of prostaglandins (PG),
sulfhydryl groups (SH) and nitric oxide (NO) were evaluated. Oral pretreatment with JRLE (250, 500 and 1000 mg/kg) produced significant
decrease in the intensity of gastric mueosal damage induced by ethanol (p<0.001 vs. ethanol): damage inhibition (%6): 44.08, 59.28 and
90.41 (dose dependent). Moreover, JRLE prevented damage induced by others ulcerogenic agents: CIH 0.6 N, NaCl 25% and NaOH 0.2
N (p=0.001 vs. controls). The pretreatment with the SH blocker NEM (N-ethylmaleimide, s.c., 10 mg'kg) did not reduce the mucosal
protection observed with JRLE treatment. These findings suggest that endogenous SH is not involved in the protective effect of JRLE. The
inhibitory effect of JRLE on ethanol induced ulcerogenesis continued even after the inhibition of NO following pretreatment with NO
synthase inhibitor (L-NNA. vLp.. 40 mg/kg), The antiulcerogenic JRLE protection was only partially blocked by pretreatment with
indomethacin (inhibitor of PG, i.p., 10 mg/kg), (p<0.05 vs. control). Present findings suggest that JRLE gastric protection depends, at least
partially, on a possible mechanism related with the modulation of endogenous PG. Several flavonoids are reported for their gastroprotective
activities. These compounds could be responsible for the gastroprotective activity. These results contribute to the scientific validation of
the digestive, anti-ulcer and gastritis indications of this botanic species in Argentine folk medicine.
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