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RESUMEN

Introduccion: Las ulceras gastricas son lesiones comunes relacionadas con un
desbalance que se establece entre factores agresivos y defensivos en el estémago.
Numerosas investigaciones se enfocan en la busqueda de nuevos agentes de origen
botanico seguros para la salud y con actividad antiulcerosa.

Objetivo: Evaluar el efecto protector de extractos de hojas de Morus alba L. cv.
Indonesia (morera) frente a Ulceras gdstricas inducidas por etanol en ratas Wistar.
Métodos: Se evaluaron extractos frescos y secos de hojas (500 mg kg™") y etanol 80 %
(control positivo) en ratas Wistar (150-200 g). Se realizé estudio fitoquimico
preliminar para evaluar presencia de algunos de los metabolitos secundarios

considerados agentes gastroprotectores. Los estomagos se analizaron
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macroscopicamente y se calculé el indice de Ulceras gastricas (cm) mediante suma
de longitud (mm) de todas las lesiones observadas para cada 6rgano aislado y sus
valores obtenidos se utilizaron para calcular el porcentaje de inhibicidn de ulceras.
Resultados: Los extractos mostraron efecto protector significativo (p < 0,05) sobre la
mucosa gastrica, en comparacion con el grupo tratado con etanol. La actividad
antiulcerogénica pudo estar relacionada con presencia de compuestos bioactivos
(fenoles, taninos y triterpenoides) observados en el estudio fitoquimico. No hubo
sintomas de toxicidad con la dosis de 500 mg kg™' del extracto de hoja fresca.
Conclusiones: Los extractos de hojas de morera demostraron tener efecto protector
frente a lesiones gastricas inducidas por etanol y justifica el uso tradicional de esta
planta en el tratamiento de Ulceras gastricas y otras enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo.

Palabras clave: actividad gastro-protectora, fitoquimica, Moraceae.

ABSTRACT

Introduction: Gastric ulcers are common lesions related to an imbalance that is
established between aggressive and defensive factors in the stomach. Numerous
investigations are focused on the search for new agents of botanical origin that are
safe for health and have anti-ulcer activity.

Objective: To evaluate the protective effect of leaf extracts of Morus alba L. cv.
Indonesia (mulberry) against ethanol-induced gastric ulcers in Wistar rats.

Methods: Fresh and dried leaf extracts (500 mg kg-1) and ethanol 80%
(positive control) were evaluated in Wistar rats (150-200 g). Preliminary
phytochemical study was performed to evaluate the presence of some of the
secondary metabolites considered gastroprotective agents. Stomachs were
macroscopically analyzed and the gastric ulcer index (cm) was calculated by the
sum of length (mm) of all lesions observed for each isolated organ and the values
obtained were used to calculate the percentage of ulcer inhibition.
Results: The extracts showed significant protective effect (p < 0.05) on the gastric
mucosa compared to the ethanol-treated group. The anti-ulcerogenic activity could

be related to the presence of bioactive compounds (phenols, tannins and
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triterpenoids) observed in the phytochemical study. There were no symptoms of
toxicity with the 500 mg kg-1 dose of the fresh leaf extract.

Conclusions: Mulberry leaf extracts showed protective effect against ethanol-
induced gastric lesions and justifies the traditional use of this plant in the treatment
of gastric ulcers and other diseases related to oxidative stress.

Keywords: gastroprotective activity, phytochemistry, Moraceae.

Recibido: 20/07/2023
Aceptado: 13/03/2024

Introduccion

La Ulcera péptica es una enfermedad comun con un indice de morbilidad y mortalidad
elevado, esta asociada con complicaciones como hemorragias, perforaciones,
obstruccién intestinal y tumoraciones.(V El desarrollo de esta enfermedad esta
relacionado con un desbalance entre factores agresivos y defensivos, dentro de los
cuales destacan el estrés, la dieta, el consumo excesivo de alcohol, café, tabaco, las
infecciones con Helicobacter pyloriy el uso de antiinflamatorios no esteroidales.?®
El tratamiento se basa en el uso de farmacos como son los antiacidos, los
antagonistas de los receptores H2 de la histamina e inhibidores de la bomba de
protones. Sin embargo, estas sustancias pueden no ser del todo efectivas o tener
efectos adversos® Por estas razones se desarrollan en la actualidad numerosas
investigaciones enfocadas a la busqueda de fitofarmacos con efecto
antiulcerogénico, como otra variante economicamente factible para tratamiento de
las ulceras gastricas.

Entre los modelos bioldgicos mas utilizados para la evaluacion de agentes naturales
o sintéticos con actividad antiulcerosa se encuentra el método de induccién de
Ulceras gastricas por etanol,® esto se debe a la capacidad de este compuesto de

solubilizar y penetrar la mucosa gastrica protectora, lo cual expone a los tejidos de la

{u:]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2023;28(2):e1438

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

accion proteolitica e hidrolitica de la pepsina y el acido clorhidrico,
respectivamente.®

Durante este proceso ocurren cambios microvasculares profundos con una fuerte
vasoconstriccion y dilatacion arteriolar que provoca congestion de los capilares de la
mucosa.® La patogénesis de este fendomeno también esta relacionada con una
reduccion de la secrecion de bicarbonatos y a un aumento en la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO) que participan en la formacion de lipoperoxidos,
ademas de una disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes en los tejidos
afectados.(

La Morus alba cv. Indonesia (morera) es una especie cosmopolita de uso en la
alimentacion animal y en la medicina tradicional. Esta planta posee diversas
propiedades medicinales como son antipirética,® analgésica,® antibacteriana,(19
antioxidante, antiinflamatorial? e hipoglucemiante,('? entre otras. Sin embargo, la
actividad antiulcerosa es poco investigada y no se han encontrado estudios de este
tipo con cultivares cubanos o realizados en Cuba.

Las propiedades bioldgicas de Morus alba cv Indonesia., al igual que otras especies
vegetales dependen del perfil fitoquimico, el cual, a su vez, esta determinado por
factores como el genotipo, el estado fisiologico de la planta y las condiciones
ambientales.('314) Por esta razén, es necesario realizar investigaciones con plantas
de la flora cubana presentes en los territorios, con el objetivo de evaluar las
potencialidades fitoquimicas y médico-farmacéutico que estas desarrollan bajo
condiciones ambientales especificas. El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
protector de extractos de hojas de Morus alba L. cv. Indonesia frente a Ulceras

gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar.

Métodos

Material vegetal
Se utilizaron hojas completamente desarrolladas de Morus alba cv. Indonesia
(morera), que no presentaban dafios mecdanicos ni por ataque de plagas.

El material se colecté en horario de la manana (8:00-9:00 am) en areas de la reserva
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de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, Matanzas, Cuba, con
localizacion en 22°49'07.9"N 81°00'50.2"0. La identificacion taxondmica de la
especie se realizé por especialistas del Jardin Botanico de Matanzas (JBM) y se

colocé una muestra herborizada cultivada en el herbario del JBM con el nimero 4354.

Analisis fitoquimico

Se colectaron hojas de Morus alba cv. Indonesia y se secaron a la sombra a
temperatura ambiente hasta obtener peso constante. Se trituraron con el uso de un
molino de laboratorio y se tamizaron hasta obtener particulas inferiores a T mm. Los
extractos acuosos, etanolicos y n-hexano se prepararon segun el método descrito
por Cazafas y otros.(1®

Se resuspendieron dos gramos del polvo obtenido en 20 mL de n-hexano y la mezcla
se mantuvo en reflujo durante 30 minutos. Posteriormente se dejé enfriar a
temperatura ambiente y se filtré para obtener el extracto n-hexano.

La fraccion sélida se resuspendio en 20 mL de etanol y el extracto etandlico se obtuvo
mediante el procedimiento descrito anteriormente y el sélido remanente se
resuspendio nuevamente en 20 mL de agua destilada para obtener el extracto
acuoso. Se determind cualitativamente la presencia de fenoles y/o taninos,
triterpenoides/esteroides, compuestos lactonicos y quinonas a través del sistema no

paramétrico de tres cruces.

e +++ (presencia abundante)
e ++(moderada)
e +(poca)

e - (ausencia).

Preparacion de los extractos acuosos de hojas frescas
Se maceraron cinco gramos de hojas frescas en nitrogeno liquido. El homogenado se
resuspendio en 10 mL de una disolucion de tampdn fosfato de sodio 50 mmol L', pH
7,0y se centrifugd a 12 000 rpm. El sobrenadante se colecté para realizar los ensayos

biolégicos y fitoquimicos.

{u:]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2023;28(2):e1438

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Preparacion de los extractos etanolicos de hojas secas

Las hojas de Morus alba cv. Indonesia colectadas se secaron en una estufa a 50 °C
durante 72 h. Posteriormente se pulverizaron hasta obtener particulas de tamano
inferior a 1 mm con el uso de un molino de laboratorio.

Se utilizaron cinco gramos del polvo para la extraccion en etanol (95 %) mediante un
Soxhlet. Se realizaron dos extracciones de 100 mL a temperatura ambiente.

El extracto etandlico se evaporo al vacio hasta la sequedad para obtener un extracto
crudo, el cual se resuspendié en una disolucién de tampdn fosfato de sodio 50 mmol
L'y pH 7,0. El extracto se preparé a una concentracion de 500 mg mL"! para los

experimentos con animales.(19)

Animales de experimentacion
Se utilizaron ratas Wistar machos albinas entre 150 y 200 g de peso, las cuales se
adquirieron en el Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), La Habana, Cuba.
Los animales se mantuvieron bajo un ciclo de 12 h de luz y oscuridad con acceso
libre a alimento y agua. El alimento se retir6 12 h antes de iniciar el experimento y los

animales se dejaron con acceso libre al agua.

Induccion de ulcera gastrica por etanol
Se formaron aleatoriamente cuatro grupos de seis animales cada uno (n = 6),
correspondientes a los distintos tratamientos evaluados (tabla 1).
Las Ulceras gastricas se indujeron con la administracion de T mL de etanol (80 %) por
via oral, dos horas después de administrar los extractos (1 mL), con el uso de un tubo

intragastrico.
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Tabla 1 - Grupos de animales y tratamientos aplicados

Grupos Administracion 0 horas Administracion 2 horas
I: Control negativo Disolucion tampodn fosfato de Disolucion tampodn fosfato de
(tampon fosfato de sodio) sodio sodio
IIl: Control positivo (Et OH) Disolucion tampon fosfato de Etanol 80 %
sodio
Il Extracto de hojas fresca Extracto acuoso de hoja fresca Etanol 80 %
(EAHF) (500 mg Kg'1)
IV: Extracto de hojas seca Extracto etandlico de hoja seca Etanol 80 %
(EEHS) (500 mg Kg'")

Después de cinco horas de tratamiento se les practico eutanasia a las ratas al ser
sacrificadas con una sobredosis de dietiléter.

Se extrajo el estomago del animal y se le realizé una incision a lo largo de la curvatura
mayor. Se procedié al lavado con una disolucion de tampdn fosfato de sodio 50 mmol
L', pH 7,0, para eliminar los restos del contenido gastrico. Posteriormente las piezas
se examinaron a través de un estereoscopio para evaluar la formacion de ulceras.

Se determind el indice de ulcera (IU) para cada animal. Para ello se midié con ayuda
de unaregla graduada la longitud (mm) de cada lesion presente en el érgano. Ademas,
se consideréo como un milimetro la presencia de cinco petequias. Posteriormente se
procedio a la suma de todas las longitudes.(”

A partir de los valores de IU obtenidos se calculd el porcentaje de inhibicion a través

de la formula.

Porcentaje de inhibicion = [(IU control — IU tratamiento) / IU control)]*100

Ensayo de toxicidad aguda
En paralelo al ensayo de ulcerogénesis gastrica, se realizé un estudio de toxicidad
aguda. Se utilizaron seis animales a los cuales se les administré una dosis de 500 mg
kg ' del extracto de hojas frescas y se observaron sistematicamente durante siete dias
para determinar cualquier comportamiento anormal en el animal como problemas de

locomocidn, convulsiones, hiperexcitabilidad y los reflejos del aseo y del suefo.
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Analisis estadistico. Los datos se expresaron como media y desviacion estandar de la
media. Se utilizé un diseno completamente aleatorizado con seis animales por
tratamiento. Se realizé un andlisis de varianza simple (ANOVA) para determinar
diferencias entre las medias de los tratamientos. La comparacion entre estas se realizé
a través de la prueba de rangos multiples de Duncan (p < 0,05), luego de comprobar el
ajuste de los datos a una distribucion normal.

Etica de la investigacion. Los experimentos se realizaron con la aprobacion del comité
cientifico de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Matanzas,
Cuba. El disefo y la ejecucion de los experimentos se desarrollaron bajo los principios

generales de bioética para el tratamiento de animales de laboratorio.()

Resultados

El andlisis fitoquimico de los extractos de Morus alba cv. Indonesia (morera) evidencio
la presencia abundante de fenoles y/o taninos en la fraccién acuosa, mientras que en
la fraccién etandlica se observaron de manera moderada (tabla 2).

Los compuestos triterpenoides/esteroides son abundantes en el extracto n-hexano y
se obtuvieron en bajas proporciones en el extracto acuoso. Los compuestos
lactonidos se observaron de forma abundante en la fraccion n-hexano y en niveles
bajos con el solvente etanol; mientras que las quinonas no se detectaron en el extracto

n-hexano.

Tabla 2 - Determinacion cualitativa de algunos metabolitos en hojas de Morus alba cv.

Indonesia (morera)

- Metabolitos
Solventes Polifenoles y/o taninos Triterpenoides /esteroides  Jompuestos lacténidos  |Quinona
n- hexano No +++ +++ -
Etanol ++ No + No
Agua +++ + No No

Ensayo positivo (+) [contenido: +++ (abundante), ++ (moderado), + (bajo)], ensayo negativo (-)

No: el ensayo no procedid para el extracto.
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La administracion oral de etanol (80 %) provoco lesiones en la mucosa gastrica de los
animales (control positivo), que incluyeron hiperemia, edema en la submucosa,
congestion de los vasos sanguineos y numerosas petequias (fig. 1). El pretratamiento
con extractos de hojas frescas (grupo 3) y secas (grupo 4) redujo significativamente
(b < 0,05) la formacién de lesiones gastricas, en comparaciéon con el grupo control

positivo (etanol 80 %).

Control - Control + EAHF EEHF

TSF (tampon fosfato de sodio), Et OH (etanol 80 %), EAHF (extracto acuoso de hojas frescas), EEHS (extracto etandlico de

hojas secas). Las flechas negras indican la formacion de Ulceras inducidas por el etanol.

Fig. 1 - Efecto antiulcera macroscoépico de los extractos de Morus alba cv. Indonesia.

La administracion de los extractos de Morus alba cv. Indonesia redujo
significativamente el indice de Ulcera gastrica en los animales de experimentacion,
en comparacion con los tratados con etanol 80 % (control). Los porcentajes de
inhibicion fueron de 55,0 y 45,2 para los extractos de hojas frescas y secas,

respectivamente (fig. 2)
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Indice de Glcera gastrica
(IU) (cm)

O N b O ®
I

TFS EtOH EAHF EEHS
Tratamientos

TSF (tampon fosfato de sodio), EtOH (etanol 80 %), EAHF (extracto acuoso de hojas frescas), EEHS (extracto etandlico de
hojas secas). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos seguin prueba rangos multiples de Duncan
(p < 0,05).

Fig. 2 - Efecto antillcera de extractos de hojas de Morus alba cv. Indonesia.

La administracion oral del extracto fresco de hoja (500 mg kg') no tuvo un efecto
toxico visible en los animales de experimentacion. No se observaron problemas de
locomocion, convulsiones, hiperexcitabilidad, trastornos en el sueio o mortalidad

durante siete dias de evaluacion.

Discusion

Los resultados del estudio fitoquimico concuerdan con lo referido en otros
estudios(192021) gimilares con hojas de Morus alba cv. Indonesia (morera), en los que
se observaron contenidos elevados de compuestos polifendlicos que incluyen acidos
fendlicos simples, compuestos terpenoides, flavonoides, taninos y antocianinas

La abundancia observada de estos compuestos bioactivos puede estar relacionada
con laincidencia elevada de radiaciones ultravioletas que existe en Cuba, debido a su
ubicacion en la franja tropical. Estas radiaciones incrementan las concentraciones de
especies reactivas del oxigeno en las células vegetales, lo que induce la sintesis de

compuestos polifendlicos que neutralizan estos radicales toxicos.??
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La presencia abundante y moderada de compuestos polifendlicos y/o taninos en los
extractos acuosos y etanolicos, respectivamente, puede estar asociada con la
naturaleza polar de estos compuestos y los solventes utilizados.

Sin embargo, estudios fitoquimicos realizados por Hsu y otros?® con extractos
acuosos, etanolicos y n-hexano de corteza de raiz de Morus alba cv. Indonesia,
mostraron que el etanol es un mejor solvente que el agua para la extraccion de los
polifenoles.

En correspondencia con los resultados de la presente investigacion, estos autores(@)
tampoco detectaron polifenoles en el extracto n-hexano.

Por el contrario, Kim y otros?¥ indicaron la presencia de varios de estos compuestos
en extractos n-hexano de hojas de Morus alba cv. Indonesia. Estas diferencias
pueden estar relacionados con varios factores como el genotipo, ambientales como
el climay la técnica utilizada para la extraccion.(??

La presencia de compuestos triterpenoides en extractos de hojas de Morus alba cv.
Indonesia coincide con estudios fitoquimicos previos, donde se observaron estos
compuestos en extractos acuosos y cloroférmicos (apolar).2®

Otros autores?® identificaron varias de estas sustancias en extractos n-hexano de
hojas de Morus alba cv. Indonesia como, por ejemplo, el B-sitosterol y el fitol. Los
compuestos esteroides también fueron referidos en estudios fitoquimicos con Morus
alba cv. Indonesia. Estos constituyentes son importantes ya que muestran
actividades antiulcerosas y antioxidante.(2?

La evaluacion del efecto profilactico de los extractos de hojas de M. alba cv.
Indonesia frente a Ulceras inducidas por etanol, mostré una disminucion significativa
(b < 0,05) del indice de ulcera gastrica (IU) en comparacion con los animales control
tratados con etanol al 80 %.

Este efecto protector coincide con los resultados obtenidos por Abdulla y otros('® con
extractos de hojas de Morus alba cv. Indonesia frente a Ulceras gastricas inducidas
por etanol en animales de laboratorio, al referir porcentajes de inhibiciéon de ulceras

gastricas del 64,3 % y 82,0 % con la administracion de 250 y 500 mg kg."!
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De manera similar, Garg y otros?® observaron una disminucion en el IU de ratas
pretratadas con extracto etandlico de hojas de Morus alba cv. Indonesia.
encapsulado en microesferas de quitosana.

La actividad antiulcerogénica de los extractos de hojas de Morus alba cv. Indonesia
puede estar relacionada con varios factores como reduccién de la acidez total, del
volumen de secrecion gastrica y a un aumento del pH.(1.2829)

Por otra parte, los metabolitos secundarios detectados en el ensayo fitoquimico
(polifenoles, taninos, triterpenos y esteroides) pueden actuar de manera sinérgica
para generar un efecto gastroprotector. La presencia de estas sustancias en los
extractos acuosos y etanodlicos de Morus alba cv. Indonesia coincide con otros
estudios®29 fitoquimicos anteriores en esta especie.

Investigaciones®%31) similares evidenciaron las propiedades antiulcerogénicas de los
compuestos triterpenoides, debido a la capacidad de inducir la produccion de mucus.
Los taninos también pueden estar asociados a la actividad antiulcerosa observada al
tener estos compuestos la capacidad de incorporar metales a su estructura, poseer
propiedades antioxidantes y formar una capa protectora al precipitar polipéptidos en
los sitios de la ulcera, lo que dificulta las secreciones al lumen y protege a la mucosa
frente a la accién de toxinas y otras sustancias irritantes.(132

La actividad antioxidante de los compuestos fenodlicos tiene una funcion protectora
durante la formacion de las Ulceras gastricas, al actuar como agentes reductores y
detoxificar los tejidos al eliminar las ERO que se generadas durante la patogénesis y
que provocan la oxidacién de los lipidos (peroxidacion lipidica), la fragmentacion y
alteraciones en la carga eléctrica de proteinas, la degradacion de bases puricas y
pirimidinicas y las mutaciones en el acido desoxirribonucleico.®3)

La presencia de sustancias esteroidales en los extractos de Morus alba cv. Indonesia
también puede actuar en la proteccion de la mucosa gastrica. Ahmad y otros®? tras
haber evaluado un esteroide de esta planta en modelos de induccion de lesiones
gastricas por etanol y ligamiento del piloro reportaron que este tenia actividad
antiulcerosa.

Es dificil sugerir un mecanismo de accion especifico para un extracto crudo de planta,

debido a la presencia de numerosos compuestos quimicos. Sin embargo, no se debe
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descartar la posibilidad de que otras sustancias bioactivas como los flavonoides
puedan tener actividad antiulcerogénica.

En estudios() previos se observé que estos compuestos pueden estimular la
produccion de prostaglandinas en las células de la mucosa gastrointestinal, las
cuales protegen esta barrera natural del dafo producido por diferentes sustancias
irritantes.

Los flavonoides también poseen propiedades antioxidantes, lo cual esta relacionado
con la presencia del grupo quimico hidroxilo presente en su estructura quimica. La
actividad antioxidante de los flavonoides contribuye a atenuar el estrés oxidativo
asociado a diferentes afecciones como Ulceras, procesos inflamatorios y
enfermedades neurodegenerativas® Estos metabolitos son abundantes en Morus
alba cv. Indonesia y en otras especies de la familia Moraceae. (3637

La presencia de enzimas antioxidantes en el extracto acuoso también puede
contribuir a la actividad antiulcerosa observada. Estudios®®® con extractos acuosos
de hojas de las variedades de morera Criolla, Tigreada e Iz 15-9, evidenciaron
actividades enzimaticas elevadas para catalasas y peroxidasas, enzimas que
contribuyen a eliminar de manera eficiente las especies reactivas del oxigeno
exacerbadas durante situaciones de estrés oxidativo, ayudando a mantener la
homeostasia celular.

No se puede descartar como mecanismo gastroprotector de los extractos, un
aumento en las defensas antioxidantes enzimaticas en los tejidos del estomago.
Investigaciones recientes realizadas por Khedher®® evidenciaron un incremento en
la actividad catalitica de las enzimas catalasas, superoxido dismutasas vy
peroxidasas, luego de la administracion de extractos acuosos de Plantago ovata.

El hecho de que no se observaron efectos adversos en la presente investigacion con
la administracion del extracto acuoso de Morus alba cv. Indonesia (morera) a la dosis
experimental utilizada (500 mg kg™"), pudo estar relacionado con la ausencia de
quinonas y otros compuestos considerados citotoxicos como los ciandgenos y
cardindlicos,*® aunque si se observé la presencia de diferentes metabolitos
secundarios (polifenoles, taninos, triterpenoides y esteroides) cuyos contenidos

cualitativos varian en dependencia del tipo de solvente utilizados y resultados

{oc]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2023;28(2):e1438

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

coincidentes con los reportados en otros estudios®*? de toxicidad aguda donde no se
obtuvieron efectos adversos con dosis similares o superiores de Morus alba cv.
Indonesia.

Lo hasta aqui expuesto permite concluir que los extractos de hojas de morera
demostraron tener un efecto protector frente a lesiones gastricas inducidas por
etanol y justifica el uso tradicional de esta planta en el tratamiento de ulceras

gastricas y otras enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.
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