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RESUMEN

Se evalu6 la actividad gastroprotectora de la infusién pro-
veniente de las hojas de Aloysia gratissima (Verbenaceae),
especie nativa de interés medicinal que se desarrolla en el
sudoeste bonaerense, utilizando un modelo de induccién de
tlceras gastricas con etanol en ratones. Se realiz6 un tamizaje
fitoquimico para detectar la presencia de compuestos que
podrian ser responsables de la actividad gastroprotectora de
la planta. Se determiné el contenido de fenoles totales y la
capacidad atrapadora de radicales libres mediante el método
del Folin-Ciocalteu y del 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
respectivamente. Los ensayos demostraron que la infusion
de la planta, administrada por via oral en dosis de 100, 500 y
1000 mg/kg, ejercié una gastroproteccion significativa frente
a la induccién de tlceras. Se detect6 una actividad atrapa-
dora de radicales libres de 47,5%, similar a la sustancia de
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referencia (BHT). El estudio fitoquimico detectd la presencia
de flavonoides y otros polifenoles, sustancias con reconocida
capacidad antioxidante. Estos metabolitos ejercen efectos
protectores en diferentes modelos experimentales de induc-
cién de tlceras mediante mecanismos que pueden involucrar
la neutralizacién de radicales libres, lo que podria explicar
la actividad gastroprotectora de la planta. Estos hallazgos
requieren estudios adicionales de A. gratissima como una
posible terapia frente a la tilcera géstrica.

Palabras clave: Aloysia gratissima, gastroprotectora, radi-
cales libres, tlcera gastrica.

ABSTRACT

The gastroprotective activity of the infusion from the leaves
of Aloysia gratissima (Verbenaceae), a native species of
medicinal interest growing in South West Buenos Aires, was
evaluated in an ethanol-induced gastric ulcer model in mice.
Phytochemical screening was carried out in order to determine
the presence of compounds that could be responsible for the
pharmacological effects of the plant. Total phenolic content
and the free radical scavenging activity of the plant were
determined using the Folin-Ciocalteu and the 2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) method, respectively. Assays de-
monstrated that the infusion, orally administered at 100, 500,
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and 1000 mg/kg doses, exerted a significant gastroprotection
effect against ulcer induction (P<0,05). A free radical sca-
venging activity of 47.5% -similar to the reference substance
(BHT)- was detected. Phytochemical screening revealed the
presence of antioxidant compounds such as flavonoids and
other phenolic compounds. These compounds exert protective
effects in different experimental models of ulcer induction
that could involve free radical neutralization, which could
explain the gastroprotective activity of the plant. These pro-
mising results support additional studies of A. gratissima as
a potential therapy against gastric ulcer.

Key words: Aloysia gratissima, gastroprotective, free radi-
cals, gastric ulcer.

INTRODUCCION

Lalcera gastrica es una de las patologias mas relevantes
del sistemadigestivoy constituye un problema médico-social
de trascendencia econémica a escala mundial debido a su
alta incidencia, amplia distribucién geografica, morbilidad
y consumo de medicamentos, siendo responsables varios
factores tales como el estrés, la dieta, el tabaco, alcohol y
cierto tipo de medicamentos.

Cabe destacar que los tratamientos actuales para combatir
las tdlceras pueden ocasionar efectos secundarios y acciones
contrarias alas deseadas, razén por la cual se haincrementado
la buisqueda y evaluacién de nuevos agentes, fundamental-
mente provenientes de plantas, en el tratamiento de esta y
otras patologias gastrointestinales.

En tal sentido, segtin la Organizacién Mundial de la Salud
(1),el 80 % de la poblacién mundial depende en forma directa
oindirectade las plantas medicinales parala atencién primaria
de la salud, ya sea por su comprobada efectividad, por sus
menores efectos adversos, o debido a aspectos econdémicos
que dificultan el acceso a medicamentos de sintesis.

Numerosos trabajos sobre etnofarmacologia informan
que el tratamiento de las afecciones del sistema digestivo es
el uso mas difundido de las plantas medicinales (2-8). Par-
ticularmente en nuestro pais, se verificé que el 25 % de las
aplicaciones medicinales totales registradas por los criollos
dela provincia de Formosa son prescriptas para el tratamiento
de trastornos del sistema digestivo (9). Algo similar ocurre en
la provincia de Buenos Aires, en donde un estudio llevado a
cabo en 27 municipios indic6 que el uso de plantas sobre el
sistema digestivo es el preponderante (27,8 %--10); y otro,
realizado en la regién de Bahia Blanca, provincia de Buenos
Aires, arroj6 un porcentaje de uso mucho mayor (por sobre
el 50 % (11-12).

Si bien en la actualidad existen numerosos principios
activos para su tratamiento y prevencion (antidcidos, antico-
linérgicos, antagonistas de los receptores H2 de histamina,
inhibidores de la bomba de protones e inhibidores de la mo-
tilidad intestinal) (13), éstos no siempre han logrado resolver
el curso de la enfermedad en forma definitiva.

Estasituacion, sumadaalaescasez de recursos econdomicos
yaladificultad de acceso amedicamentos de sintesis por parte
de ciertos nticleos poblacionales, ha impulsado la utilizacién
de plantas como agentes terapéuticos para el tratamiento de
latlcera géstricay desérdenes relacionados. Ello ha quedado
demostrado por numerosos trabajos que ponen de manifiesto
la gran efectividad de algunas especies para el tratamiento de
la dlcera géstrica (14-24).

Adicionalmente, la fitoterapia también ha utilizado plan-
tas medicinales nativas para el tratamiento de afecciones
digestivas, entre ellas Aloysia gratissima, perteneciente a la
familia Verbenaceae. Esta familia comprende en laactualidad
alrededor de 100 géneros y 2000 especies de amplia distribu-
cién geografica, abarcando regiones tropicales, subtropicales
y templadas (25).

En la Republica Argentina se describen 26 géneros con
191 especies, de las cuales 54 especies son endémicas (26).
Esta familia se caracteriza por incluir especies aromaticas
muy utilizadas en la medicina tradicional ya que algunos de
sus representantes, entre ellos A. gratissima, se utilizan por
sus propiedades digestivas, antiespasmddicas y estomacales
(27-30).

Aloysia gratissima (Gill. et Hook) Tronc. (Verbenaceae) es
unaespecie aromatica ampliamente distribuidaen Sudamérica,
principalmente en Argentina, Brasil y Paraguay. En nuestro
pais es comtinmente conocida como cedrén del monte o poleo
de campo y es utilizada como digestiva, antiespasmddica,
carminativa, cardioténica, sedante y diaforética (31-34);
como también en casos de resfrios, bronquitis y desérdenes
del sistema nervioso (35).

La infusién preparada a partir de las hojas de la planta
se emplea en Catamarca para tratar para combatir resfrios,
dolores estomacales, como sedante y afrodisiaco (36). Se
utiliza también como sedante, digestivo, antitusivo, sudo-
rifico y emenagogo (37). La decoccidn de sus partes aéreas
(9) u hojas (38) se bebe sola, o también junto con el mate,
como digestivo estomacal en Chaco. Otros investigadores
mencionan el uso de sus partes aéreas en forma de infusion
para el tratamiento de afecciones de garganta y disturbios
estomacales; como diaforético, estomacal, digestivo, afro-
disfaco y ténico (39).

Cabe destacar que a pesar del uso difundido de esta es-
pecie, la informacion existente es escasa respecto a estudios
quimicos y farmacolégicos que permitan correlacionar sus
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componentes con los usos tradicionales que se le atribuyen.
Respecto ala composicién quimica, las investigaciones reali-
zadas comprenden el andlisis del aceite esencial y, en menor
medida, de algunos compuestos polifendlicos, resultando
escasa la informacién que se dispone de ellos (25, 40,41).

Considerando que hasta el momento no se cuenta con
estudios acerca de la efectividad de de la planta en afecciones
digestivas como la tlcera géstrica, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la actividad gastroprotectora de la infu-
sién por via oral frente al dafio gastrico inducido por etanol
en ratones. Adicionalmente, también se realiz6 un tamizaje
fitoquimico para analizar los grupos de mayor relevancia, junto
con la cuantificacién de fenoles totales y la determinacién de
la capacidad atrapadora de radicales libres de la planta.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las hojas de Aloysia gratissima fueron recolectadas en el
partido de Bahia Blanca en el verano y un ejemplar testigo
(Villamil 12070) fue depositado en el Herbario del Departa-
mento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad
Nacional del Sur (BBB). El material se desecé en estufa a
40°C y se almacené en recipientes herméticos hasta su uso.

Preparacion del extracto a ensayar

Se prepar6 una infusién al 5 % a partir de las hojas de la
planta, segiin Farmacopea Argentina VII Ed. (42). Para ello,
la droga vegetal se transfiri6 a un recipiente apropiado y se
agreg6 agua destilada hirviendo. Luego de 20 min se filtré y
lavé el residuo con cantidad suficiente de agua para completar
el volumen inicial. El conjunto de extractos se mezclé y llevé
asequedad enun equipo liofilizador (Martin Christ Alpha 2-4
LDplus). El rendimiento de la infusién fue de 22,1 %.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones albinos CF1 hembra de 8 semanas
de edad con un peso comprendido entre 25 y 30 g, provistos
por el Bioterio del Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia de la Universidad Nacional del Sur y mantenidos
bajo las mismas condiciones ambientales (temperatura de
22 + 1 °C, humedad 70 %, ciclos luz/oscuridad de 12 horas,
inicio: 6:00 am), que se aclimataron durante una semana
previa al ensayo.

Los animales recibieron agua y alimento ad libitum (Ga-
nave®, Ratas y ratones, Alimentos Pilar S.A., Argentina) y
fueron privados de alimento 24 h antes del ensayo.

Elcuidadoy tratamiento de los animales se realizé teniendo
en cuenta las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (43). El protocolo de trabajo

fue aprobado por el Comité Institucional parael Cuidadoy Uso
de Animales de Experimentacién (CICUAE 065/2015).

Evaluacion de la actividad gastroprotectora

Los animales se distribuyeron en 5 grupos de 5 anima-
les cada uno. El grupo control recibié un vehiculo acuoso
(carboximetilcelulosa al 0,1 % en agua destilada), mientras
que los grupos tratados recibieron la infusion disuelta en el
mismo vehiculo (100, 500 y 1000 mg/kg, respectivamente).
Un grupo control de referencia fue tratado con omeprazol
disuelto en el vehiculo (10 mg/kg), dosis que ha demostrado
en ensayos previos una significativa actividad antiulcerosa
en el modelo experimental utilizado (24). En todos los casos,
el volumen de las sustancias administradas mediante sonda
gastrica fue de 0,3 mL.

Luego de transcurridos 45 min desde la administracion de
cada sustancia, todos los animales recibieron 0,2 mL de etanol
absoluto por via oral con el objeto de inducir la formacién de
ulceras gastricas. Transcurridos otros 45 min, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical, sus estomagos
fueron removidos e insuflados con solucién salina y fijados
en formol al 10 % durante 2 h. Posteriormente, 1os estomagos
se abrieron a lo largo de la curvatura mayor y se realizaron
observaciones bajo microscopio estereoscopico para deter-
minar la cantidad y el tamafio de las lesiones gastricas segin
una escala predeterminada (44). El grado de lesién de cada
estomago se expresé en términos de Indice de Ulcera (IU).
Ademais, se calculd el porcentaje de gastroproteccion de
acuerdo a la siguiente férmula:

[(lUpromedio grupo control - IUpromedio grupo tratado) /
IUpromedio grupo control] x 100

Tamizaje fitoquimico

Teniendo en cuenta la posible presencia de compuestos
con actividad gastroprotectora y/o antioxidante, se realizaron
reacciones de caracterizacién para la deteccion de los princi-
pales grupos fitoquimicos presentes. Se analiz6 la presencia
de alcaloides (Dragendorffy Mayer), nicleos antraquinénicos
(Borntrieger), hidratos de carbono (Fenol-sulfiirico), carde-
nélidos (Kedde), cianoglicésidos (Guignard), flavonoides
(Shinoda), leucoantocianidinas (Rosenheim), lipidos (Yodo),
compuestos fendlicos (Tricloruro férrico), taninos (Gela-
tina), proteinas y péptidos (Ninhidrina), saponinas (poder
emulsificante y formacién de espuma), nicleos esteroidales
y triterpénicos (Liebermann-Burchard).

Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné por el método
de Folin-Ciocalteu (45). Para ello se tomaron 3 alicuotas de
hasta 0,5 ml de la infusién diluida en agua (1 mg/mL), se les
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agregaron 2,5 mL de una dilucién acuosa (1:10) del reactivo
de Folin y transcurridos 5 minutos se les adicionaron 2 mL de
una solucién de Na2CO3 (75 g/1). Las soluciones resultantes
se agitaron y luego de 2 h se midieron las correspondientes
absorbancias a 765 nm. El contenido de fenoles totales se
expresé en términos de cido géalico por comparacién con una
curva patrén de 4cido galico de concentracién comprendida
entre 4 y 20 pg/ml (R2=0,9992).

Evaluacion de la capacidad atrapadora de radicales
libres

Seutilizé el método basado en lareduccién y decoloracién
de una solucién alcohdlica del radical 1,1-difenil-2-picril-
hidracilo (DPPH) en presencia de sustancias antioxidantes
presentes en la muestra (46), en donde el DPPH remanente,
medido luego de cierto tiempo, guarda una relacién inversa-
mente proporcional con la capacidad atrapadora de radicales
libres. El ensayo se llevé a cabo por triplicado, a partir de
la mezcla de 1,5 mL de la infusién disuelta en etanol (0,433
mg/mL) con 1 mL de una solucién alcohdlica de DPPH
0,3 mM. Se utiliz6 una solucién de etanol como blanco y
butilhidroxitolueno (0,040 mg/mL) como control positivo.
Luego de transcurridos 30 min desde el agregado del DPPH
se midieron las absorbancias a 518 nm. La reduccién del
radical DPPH, expresada como porcentaje de Inhibicién, se
calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula:

% Inhibicién = [(Abs blanco - Abs muestra) / Abs blanco)] x 100

Adicionalmente, se determind laconcentracién atrapadora
de radicales libres media (SC50), definida como la concen-
tracién de infusién requerida para neutralizar el 50 % de los
radicales DPPHe presentes. Para ello se prepararon: a) una
solucién madre de la infusién en etanol (2 mg/mL), a partir de
lacual serealizaron diferentes diluciones para graficarel % de
Atrapamiento vs. la concentracion de la infusién (ug/mL); b)
un blanco de muestra de cada dilucién y ¢) un control negativo
(etanol). Posteriormente se mezclaron, por separado, a) 2 mL
de cada dilucion de la muestra con 0,8 mL de la solucion de
DPPH, b) 2 mL del blanco de muestra de cada dilucién de
la infusién con 0,8 mL de etanol y ¢) 2 mL de etanol con 0,8
mL de la solucién de DPPH, respectivamente. En todos los
casos las determinaciones se realizaron por triplicado.

Las muestras, blancos de muestray controles se incubaron
durante 30 min en oscuridad luego del agregado del DPPH
y se midieron las absorbancias a 518 nm (Koleva et al.). El
valor de SC50 para cada muestra se determiné graficamente
representando el porcentaje de desaparicién de DPPH en
funcion de la concentracion de la muestra (R2=0,9605). Para
cada dilucién de la infusién se determiné el porcentaje de
atrapamiento segun la siguiente férmula:

% Atrapamiento = 100 - [(Absmuestra — Absblanco de muestra) /
Abscontrol] x100.

Analisis estadistico

Los valores de Indice de Ulcera (IU) se expresaron como
la Media + Error Estdndar de la Media y se compararon me-
diante ANOVA simple, seguido por el test de Tukey, con un
nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los resultados del estudio de
actividad gastroprotectora de la infusién de A. gratissima,
en donde se observé un marcado dafio gastrico en todos los
animales controles (Fig. 1A), incluyendo hiperemia, edema
submucoso y severa congestion de los vasos sanguineos,
detectandose una incidencia completa en la formacién de
lesiones en la porcién glandular y con una disposicioén gene-
ralmente paralela a los pliegues gastricos.

El pretratamiento con las tres dosis de la infusién (Fig.
1B) y omeprazol inhibieron la formacién de lesiones géstri-
cas inducidas por etanol en grado variable. La severidad del
dafio géstrico se reflejo en el Indice de Ulcera (IU), que fue
significativamente menor o nulo en los grupos tratados con el
extracto en comparacion con el control. En el caso del ome-
prazol, si bien el IU result6 significativamente menor que el
control, se advirtieron mayores signos de irritacion gastrica
que en los casos tratados con el extracto de la planta.

Enla Fig. 1A se muestra uno de los estdmagos represen-
tativos del grupo control, en donde las flechas sefialan las
ulceras provocadas porel agente inductor. EnlaFig. 1B puede
observarse uno de los estdmagos representativos del grupo
que recibié 100 mg/kg de la infusién de la planta, en donde
el grado de proteccién fue muy elevado, observiandose una
superficie mucosa con muy escasa cantidad de lesiones.

Al evaluar la actividad atrapadora de radicales libres del
extracto de la planta se observo una capacidad atrapadora
de 47,5 %, similar al control positivo de butilhidroxitolueno
(52 %), mientras que la capacidad atrapadora media (SC50)
alcanz6 44,7 pg/mL (Fig. 2), detectdndose una notoria de-
coloracién de la solucién de DPPH debida a la presencia de
compuestos donadores de hidrogeno en la muestra.

Lasreacciones de caracterizacidn resultaron positivas para
compuestos fendlicos, carbohidratos, saponinas, esteroides,
proteinas, flavonoides, triterpenos, taninos y lipidos, siendo
mads intensas en los cuatro primeros casos.
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DISCUSION

La formacién de ulceras géstricas inducidas por etanol en
ratones es un modelo representativo de la enfermedad ulce-
rosa en el humano (47). Tales lesiones se pudieron prevenir
exitosamente mediante la administracion oral de la infusién
de A. gratissima en las tres dosis ensayadas. En cambio, en el
caso de los animales del grupo control se observaron tlceras
de mayor grado, caracteristicas del contacto directo de un
agente necrotizante potente como el etanol con la mucosa
gastrica.

Numerosos estudios experimentales han demostrado que
los radicales libres generadores de oxigeno y la peroxidacion
lipidica juegan un importante papel en la patogénesis de las
lesiones géstricas agudas inducidas por etanol (48-49). Este
agente produce una rapida y fuerte venoconstriccién que es
acompafiada por una rapida y vigorosa dilatacién arteriolar.
Los oxirradicales generados durante los episodios mencio-
nados de isquemia-reperfusién provocan severos cambios a
nivel celular conduciendo a la muerte de las células géstricas
yaque, debido a su extremareactividad, atacan constituyentes
celulares esenciales, tales como acidos nucleicos, proteinas
o lipidos y también inducen peroxidacion de los lipidos de
membrana, formando compuestos téxicos como epoxidos,
aldehidos y nuevos radicales libres (50).

Las reacciones de caracterizacion realizadas sobre el
extracto sugieren la presencia de compuestos con elevada
actividad antioxidante, tales como flavonoides y otros polife-
noles, los cuales poseen amplios efectos biolégicos, incluida
la actividad protectora gastrica (51). Varios mecanismos
han sido propuestos para explicar el efecto gastroprotector
de estos compuestos, tales como su capacidad de aumentar
el contenido mucosal de prostaglandinas citoprotectoras,
atrapar y eliminar radicales libres, disminuir la secrecién

de histamina, incrementar la perfusién vascular y reducir
la adherencia leucocitaria (52). También son capaces de
reducir la motilidad gastrointestinal, aumentando el tiempo
de contacto del extracto vegetal con la mucosa géstrica, lo
que resulta beneficioso para prolongar el efecto protector. De
estamanera, son capaces de prevenir la formacién de lesiones
inducidas por diferentes agentes injuriantes.

El elevado porcentaje de atrapamiento de radicales libres
detectado sugiere que los compuestos fenélicos presentes en
el extracto, incluidos los flavonoides, podrian ser principios
activos responsables, al menos en parte, del efecto observado,
aunque no puede descartarse la accién de otros compuestos.
Este hecho resulta interesante ya que podria explicar la
elevada actividad gastroprotectora de la planta debido a que
tales sustancias ejercen proteccién sobre el estdbmago a través
de mecanismos antioxidantes, secuestrando y neutralizando
sustancias reactivas derivadas del oxigeno.

Los resultados obtenidos hasta el momento podrian sus-
tentar el uso tradicional de la planta en trastornos digestivos,
como una alternativa terapéutica de prevencion y recuperacion
de la salud en aquellas patologias relacionadas con la dlcera
gastrica. Las ventajas terapéuticas que ofrece este tipo de
preparacion es el hecho de tener una accién mas moderada,
ejercida, lamayoriadelas veces, porlacombinacién de varios
compuestos que logran modificaciones mds suaves pero, a
su vez, mas equilibradas en el organismo. A ello se suma la
posibilidad de ser administrado durante largos periodos de
tiempo, tanto con fines terapéuticos como preventivos, con
menores riesgos de efectos toxicos si se halla bajo la super-
visién de profesionales de la salud con sélida formacién en
fitoterapia.

A pesar de los progresos de la quimica convencional y de
lafarmacologia en la obtencién de sustancias efectivas contra
la dlcera gastrica, la especie estudiada podria constituirse en
una fuente de compuestos antiulcerosos para su desarrollo

Tratamiento

Indice de Ulcera

Gastroproteccion (%)

Control 30,2+54 —
Infusiéon 100 mg/kg 1,9+1,1* 93,7
Infusiéon 500 mg/kg 0,5 £0,2* 98,3

Infusién 1000 mg/kg 100
Omeprazol 10 mg/kg 8,1+29* 73,2

* Valores expresados como Media + EEM (n = 5). *Estadisticamente significativo
vs. control (P<0,05), ANOVA seguido del test de Tukey.

Tabla 1. Efecto gastroprotector de la infusion de Aloysia gratissima sobre
ulceras inducidas por etanol en ratones.
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Figura 1. Actividad gastroprotectora de Aloysia gratissima. A) Estémago representativo del grupo control; B) Estémago representati-
vo del grupo tratado con 100 mg/kg de infusion. Ulceras gastricas inducidas por etanol (flechas). Barras =5 mm
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Figura 2. Actividad atrapadora de radicales libres de la infusion de Aloysia gratissima.

como una nueva entidad farmacéutica o, alternativamente,
como complemento paralas terapias existentes. El hallazgo de
compuestos con tales caracteristicas permitira disefiar nuevas
estrategias terapéuticas que serian aplicables a pacientes que
padecen tlcera géstrica y enfermedades afines (53).
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