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Resumen

En el presente trabajo se realizé el estudio de la actividad gastroprotectora de estigmasterol
utilizando cl modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar, asimismo se
investigé la participacién de las prostaglandinas, el 6xido nitrico y los grupos sulfhidrilos
en el mecanismo de accion de este fitosterol. Como farmaco de referencia se utilizé a la
carbenoxolona. En el estudio de la actividad gastroprotectora del estigmasterol, se encontré
que el efecto es dependiente de la dosis, alcanzdndose un efecto maximo con la dosis de
300 mg/kg, la carbenoxolona resulté ser no dependiente de 1a dosis, alcanzandose el efecto

maximo con la dosis de 100 mg/kg. El efecto gastroprotector del estigmasterol fue revertido

en su totalidad por la indc i lo que indi

que al igual que para la carbenoxolona,
las prostaglandinas estan involucradas en su efecto gastroprotector. Sin embargo la
administracion previa de celecoxib no revirti6 el efecto de ambos compuestos 1o que indica
que la COX-2 no esta involucrada en su mecanismo de accién. El pretratamiento con L-

NAME y con NEM revirtié de manera parcial el efecto del estigi ol, lo que indica que

el 6xido nitrico y los grupos sulfhidrilos estan involucrados de manera parcial en su efecto
gastroprotector. Con respecto a la carbenoxolona el efecto gastroprotector no se modificd
por el pretratamiento con L-NAME, esto indica que el 6xido nitrico no esta implicado en su
efecto gastroprotector. En tanto que el pretratamiento con NEM modificé de manera parcial
el efecto gastroprotector de carbenoxolona indicando que los grupos sulfhidrilo participan
de manera parcial en la accién gastroprotectora de este compuesto. En si, en este trabajo se

demuestra que el estigmasterol posee actividad gastroprotectora y que las prostaglandinas

/Z
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participan sintetizadas por la COX-1 participan en su mecanismo de accién, en tanto que el

6xido nitrico y los grupos sulfhidrilo estan implicados de manera parcial.

/7
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1. INTRODUCCION

La ulcera péptica es una enfermedad en la cual se producen lesiones en aquellas partes
del aparato digestivo que estan en contacto con el jugo gastrico, clasificandose de
acuerdo a su localizacién anatdmica en ulcera duodenal y gastrica (Bokus y Henrry,
1985; Villalobes, 1985).

En Meéxico, se ha incrementado la frecuencia de pacientes con tulcera gastrica, y se ha
observado una disminucién en la Ulcera duodenal. La ilcera gadstrica se presenta mas
habitualmente e¢n el sexo femenino, siendo mis frecuente en personas mayores de 60
afios y generalmente se asocia a la ingestién de AINEs en mas de 30% a 40% de los
casos, en cambio la tlcera duodenal se presenta mas comunmente en personas jovenes,
generalmente del sexo masculino y asociado a factores de riesgo como el tabagquismo o
Helicobacter pylori, en mas del 90% de los casos (Rodriguez ef al, 1999). Asimismo en
un estudio efectuado en la ciudad de Durango, que comprendié un periodo de 1990 a
1995, demostré que la lcera péptica y gastrica diagnosticada clinica y
endoscédpicamente se asocia frecuentemente a Tos siguientes factores, con respecto a la
tilcera gastrica, en el que participaron 251 pacientes, demostré que el 31.47 % se debe al
consumo de tabaco, el 19.92 % al consumo de alcohol, y €]l 48.6 % a la ingesta de
AINEs (34.5 % naproxén), en tanto que para la dlcera duodenal, intervinieron 147
pacientes, y en ellos el consumo de tabaco representd el 34.14 %, el consumo de alcohol

39.02 %, y los AINEs el 26.82 % (Rodriguez-Hernandez, et al., 2001).
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Aunque en la actualidad existen farmacos eficaces para el tratamiento de la tlcera
péptica, este padecimiento sigue teniendo un alto indice de morbilidad y mortalidad,
como se aprecia en las estadisticas de la Sccretaria de Salud de México, que muestra que
para el afio de 1999, la alcera gastrica y duodenal ocupd el lugar nimero 20 como causa
directa de muerte en la poblacién de 45 a 54 afios de edad, el nimero 15 para las
personas de 55 a 64 afios Y el nimero 12 en personas de 65 afios 0 mas (SS, 1999). En el
mismo afio el 53% de las muertes debidas a tlcera correspondié a hombres y el 47% a
mujeres (SS,1999).

Dentro de la cultura herbolaria de nuestro pais, se tiene el registro de mas de 56 plantas
utilizadas para tratar esta enfermedad, sin embargo, sélo cinco de ellas, cuentan con la
comprobacién experimental de su efecto farmacoldgico, siendo estas: Aloe vera, las
hojas de Eupatorium aschenbornianum (Navarrete et al., 1992), Croton fragilis, 1a
corteza de Amphiterygium adstringens (Cuachalalate) (Navarrete er al, 1998) e
Hippocratea excelsa (Cancerina) (Navarrete et al, 2002).

Para el Cuachalalate se encontré6 que los metabolitos responsables de su actividad
gastroprotectora son: el dcido 3-epi-oleandlico, €l 4cido masticadienénico, el acido 3a-
hidroximasticadienénico y el P-sitosterol (Benitez, 1998), en tanto que para la
Cancerina, los metabolitos gastroprotectores son: la epi i la iri

picateq ina y B-

amirina, el 3-O- B-glucosido de sitosterol, y P-sitosterol (Navarrete, 2002). En estos

trabajos y en uno realizado por investigadores Chinos (Ling y Jones, 1995) se encontrd
efecto antiulceroso al B-sitosterol. Este esterol junto con otros fitosteroles comunes
como el estigmasterol y el campesterol comparten actividades tales como

2
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hipocolesterolemiantes (Andriamiarina, ef a/, 1989), antinociceptivas (Santos er al.,
1995) y protectores contra el cancer de colon, de seno y de prostata (Awad y Fink,
2000). Considerando csto, se planted que el estigmasterol pudiese también compartir el
efecto antiulceroso presentado por el B-sitosterol. Para comprobar esta hipétesis, en este
trabajo se realizo la evaluacién de la actividad gastroprotectora del estigmasterol

utilizandose como modelo de experimentacién las lesiones gastricas inducidas con

etanol en rata.
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11. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Ulcera gastrica

La tlcera es una pérdida circunstancial de la mucosa epitelial que se extiende a través de
la muscularis mucosae en las partes del tubo digestivo expuestos al jugo gastrico (Guth,
1973; Wyngaarden, 1985). En tanto que las alteraciones restringidas sélo a la mucosa, se
denominan erosiones (Guth, 1973).

La diferenciacion entre la erosion y la tlcera es su profundidad. La pérdida de la
sustancia limitada a la mucosa, esto es la erosion, se cura mediante la regeneraciéon
epitelial sin formacion de cicatriz, la lesién que se extiende a través de la muscularis
mucosae se regenera mediante el desarrollo de tejido de granulacién. Una dlcera aguda
se caracteriza por unos bordes y un fondo en donde el tejido conjuntivo es escaso o no
existe, en tanto que una ulcera crénica posee tejido fibroso abundante en sus bordes y en
su base (Bokus y Henry, 1985).

En la dlcera duodenal, la caracteristica mas importante es el aumento de masa de las
células parietales acompaiiado de un incremento en la capacidad secretora, ademas
aumenta el ritmo de vaciamiento gastrico en pacientes con ualcera duodenal y esto

ocasiona un aumento de carga acida para el duodeno, sobre todo durante la segunda

media hora después de la ingestiéon de ali >s, cuando gran parte de la proteina

amortiguadora ha sido degradada o iada por el estomago (Sod y Sod

1984; Smith y Thier, 1989).
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2.2. Etiologia y patologia

La ulcera péptica es una zona de la mucosa erosionada por la accion digestiva del jugo
gastrico, |a localizacion mas frecuente es a lo largo de la curvatura menor del estémago
o en los primeros centimetros del duodeno. Ademas, también se pueden encontrar
ulceras pépticas en ¢l extremo inferior del eséfago, donde con frecuencia se produce
reflujo de jugo gastrico (Sodeman y Sodeman, 1984).

En las ulceras de tipo I, que se producen en el estdmago, hay poca o ninguna
hipersecrecion de acido. En las ulceras de tipo II abarcan tanto ulceras gastricas como
ulceras antrales, prepiléricas y duodenales, caracterizandose por hipersecrecion de acido
y trastornos de los efectos de retroalimentaciéon negativa de la acidificacién en la
descarga de gastrina y la secrecién sostenida de acido ((Hoogerwef y Pasrichia, 2001).
E! desarrollo de la ulcera péptica es el resultado de una zona localizada de necrosis y

digestion del revestimiento del tubo digestivo. Esto deja una zona desnuda de moco en la

mucosa, susceptible a la posterior digestion (Sod Yy Sod 1984). La causa
ordinaria de la ulceracion péptica es el desequilibrio entre la secrecién de jugo gastrico y
el grado de proteccion producido por la barrera mucosa gastroduodenal y la
neutralizacion del icido gastrico por los jugos duodenales. Todas las zonas expuestas a
1a accién del jugo gastrico poseen gran cantidad de glandulas mucosas, comenzando por
las glandulas mucosas del tercio inferior del es6fago, luego las células mucosas de l1a
pared del estéomago y las células del cuello de las glandulas gastricas, mas adelante las

glandulas piléricas profundas que producen moco y finalmente en el duodeno las

glandulas de Brunner, con su secreciéon Icali En ¢ i la ul
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vasos sanguineos causando hemorragia, o atraviesa completamente la pared intestinal,
penetrando en érganos vecinos o creando una perforacion libre en la cavidad peritoneal.
Casi siempre hay actividad regeneradora, que en cualquier momento puede lograr la
curacién de la ulcera, especialmente si ésta sc protege del jugo gastrico (Sodeman y
Sodeman, 1984).

Las ulceras duodenales son causadas por la secrecién excesiva de acido y pepsina por las
células gastricas. La causa usual pudiese ser una de las cuatro anomalias siguientes: a)
posible secrecién de un moco anormal que tiene un poder protector reducido; b)
disminucién de la secrecién de moco; ¢) incapacidad de los mecanismos de

retroalimentacién duodeno gastricos normales para limitar la itud del vaciamiento

gastrico hacia el duodeno d) incapacidad de los mecanismos de retroalimentacién de
secretina pancredtica y sccretina-conductos biliares para producir secrecion de jugo
pancreitico y bilis lo suficientemente alcalinos como para neutralizar el jugo gastrico a

su entrada en el duodeno (Lam, 1984; Spiro, 1987).

2.2.1. Factores asociados a 1a ulcera péptica

2.2.1.1. Infeccién por Helicobacter pylori

La infeccién por H. pylori esta asociada con gastritis cronica y ulcera gastroduodenal.
H. pylori es un bastoncillo gramnegativo que coloniza el moco y que se encuentra en la
superficie luminal del epitelio gastrico. La infeccion por H. pylori causa gastritis
inflamatoria y probablemente éste sea un factor contribuyente para ulcera péptica,

linfoma gastrico y el adenocarcinoma (Blaser y Parsonnet, 1994).
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2.2.1.2. Aspirina y antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Desde hace tiempo se ha relacionado el consumo de aspirina y otros AINEs con la dlcera
gastrica. En los altimos afios un considerable nimero de estudios epidemiolégicos
descriptivos y experimentales, han mostrado una clara relacién entre el consumo de
AINEs y la ulcera péptica, tanto de localizacién gastrica como duodenal y también con

dos de sus complicaciones mas graves como son la hemorragia digestiva y la perforacién

(Sainz, et al.,, 1997).

2.2.1.3. Tabaco

Tanto la ulcera gastrica como la duodenal son mas frecuentes en fumadores. El tabaco
retarda la cicatrizacion ulcerosa, incrementa las complicaciones y posiblemente la
mortalidad. Ademas se han descrito varias acciones del tabaco, como una mayor

secrecién de acido y pepsina, leracion del iami

> gastrico originando una mayor
carga acida del duodeno, defectos en la secreciéon pancreatica de bicarbonato, aumento

del refluyjo duodeno gastrico, disminacion del flujo inco y dismi iéon de

prostaglandinas. Todos estos efectos son variables, por lo que es imposible sefialar cual

de ellos ¢s mas importante (Sainz, et al., 1997).

2.2.1.4. Factores psiquicos

La teoria de que pacientes con problemas psiquicos desarrollan una personalidad

ulcerosa fue prop por psicc li La teoria menciona que la situacién
psicosocial influye en la percepcion de los si desde | la i i

B P

2
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atribuida a los mismos por el paciente y su entorno. Por oura parnte. al erradicar al
Helicobacter pylori, administrar farmacos antiulcerosos continuamente o intervenir a los
pacientes, la ulcera casi siempre cesa en sus complicaciones y manifestaciones clinicas,
independientemente de factores psicosociales. Por tanto es posible que los factores

psiquicos contribuyan a la génesis del proceso, y en su repercusion sintomatica (Sainz, er

al., 1997).

2.2.1.5. Sindromes de hipersecreciéon acida

La hipergastrinemia condiciona un estimulo secretorio continuo y, en consecuencia,
niveles de acidez gastrica extremadamente elevados. En los tumores secretores de
gastrina se observa el sindrome de Zollinger-Ellison asi como en la adenomatosis
endécrina multiple tipo 1. En el 90 al 95% de estos tumores se origina una tlcera
duodenal. En la mastocitosis sistémica se produce una infiltracién de muchos tejidos por
células cebadas que secretan histamina condicionando una hiposecreciéon acida y ulceras

duodenales en un 30-50% de los casos (Sainz, er al., 1997).

2.2.1.6. Enfe 1ad PR

Entre las enfermedades asociadas a la ulcera péptica, que han sido comprobadas se

o

encuentran la cirrosis hep

renal cronica y el trasplante renal. En tanto

A, .

que entre las enfermed cuya

i6n ha sido sugerida, se encuentran la artritis
reumatoide, enfermedad coronaria, hiperparatiroidismo, litiasis renal, pancreatitis

crénica y fibrosis quistica (Sainz, er al., 1997).
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2.3. Sintomatologia

El dolor es el sintoma mas notable de la ulcera péptica, que se caracteriza por su
cronicidad y periodicidad en relacion con la ingestiéon de alimentos (Smith y Thier,
1989). Se puede producir dolor en la zona lesionada, debido a la alteraciéon de la
motilidad dec dicha area; esto por el aumento constante del tono muscular en la zona
(Valadez, 1989). Ademas se presentan niuseas, vOmitos, regurgitaciones, anorexia y
pérdida de peso, éstos se pueden producir por hipersensibilidad de 1a zona lesionada. El
vomito del jugo gastrico se presenta en caso de hipersecrecién del mismo o por
hipertonia del piloro o duodeno (Valadez, 1989; Jerzey, 1970). Se pueden presentar
algunas complicaciones en la ulcera péptica como son: sangrado (la mas frecuente),
fendémenos obstructivos y penetracion hacia 6rganos vecinos o hacia el peritoneo (Soll,

1994),

2.4. Modelos experimentales de tlcera

Los modelos experimentales de ulcera deben reproducir, tan cerca como sea posible,
este padecimiento (Galvin y Szabo, 1992) y se realizan con el propésito de evaluar la
eficacia de los tratamientos terapéuticos (Silen, 1988). La ulcera gastrica puede ser
producida en ratas por una variedad de métodos tales como: ligadura del piloro,
administracién de etanol y farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), asi como
de agentes necrosantes y por estrés, algunos de estos métodos se describen brevemente a

continuacion.
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2.4.1. Ligadura del piloro

Se realiza con la finalidad de que la secrecion espontanea en el interior del estomago se
acumule y que dicho jugo gastrico provoque una ulceracién en la mucosa debido a la
digestién acido-pepsina. La preparacion de la rata de esta manera proporciona una
herramienta util para evaluar agentes antidcidos, antipepsina y otros agentes

antiulcerosos (Shay er al., 1954).

2.4.2. Ind ién de lesi gastricas por ctanol

Pueden producirse por la administracién oral de etanol en cantidades que van de 0.5 a 2
mL a las concentraciones del 50 al 100 %. El estémago de las ratas se cubre con
erosiones hemorragicas y ulceras al examinarse después de 1-2 horas posteriores a la
administracién del etanol. Estudios efectuados por Szabo y colaboradores (1985)
demuestran que la administracion de etanol intragastrico produce un marcado
incremento en la permeabilidad vascular, por lo que el dafio vascular se presenta de 1-3
minutos ocurriendo esto antes de la apariciéon de las lesiones hemorragicas graves
(Szabo, er al, 1985).

El etanol a concentraciones altas promueve la solubilizacion de la superficie de la
mucosa gastrica, agotamiento de la mucina intracelular con una difusién luminal de
mucosustancias y liberacién de bicarbonato y electrolitos a través del lumen. El etanol
concentrado también causa una rapida destruccion de las células epiteliales de la mucosa
con formacién de areas necréticas, haciendo posible la penetracién de alcohol y de

macromoléculas a través del tejido subyacente lo que ocasiona que el dafio gastrico

10
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pueda aumentar en su profundidad. El ctanol absoluto libera enzimas lisosomales y
citosélicas, las cudles causan un dafio mas profundo a la mucosa. Al dafio gastrico

causado por el etanol, esta asociado a una reduccién de los niveles de moco y de grupos

sulfhidrilo (Szabo y Goldber. 1990).

2.4.3. Produccion de dlcera por AINEs

Los AINEs tales como la indometacina o el acido acetilsalicilico producen dafio ya que
bloquean la ciclooxigenasa enzima responsable de la sintesis de prostaglandinas,
inhibiendo de esta forma la produccién de prostaglandinas, y por atrapamiento de iones
que resulta de la disociaciéon acida de los AINEs. En el estado ionizado los AINEs son
solubles en agua por 1o que son atrapados dentro de la célula, creando asi un gradiente
de concentracidon que favorece el movimiento de los iones disociados de acidos
organicos débiles en la mucosa gastrica. A pH menor a 3.5, el acido acetilsalicilico esta
en su forma no disociada lo que la hace liposoluble por lo que puede ser transportada

facilmente a través de las membranas celulares (Szabo y Goldberg, 1990).

2.4.4. Induccion de ilcera por estrés

Sc ha demostrado que cuando las ratas son sometidas a un estrés (ejercicio muscular
forzado, dejandolas en frio, inmersion en agua, secciéon medular, etc.), se incrementa la

secrecion gastrica de dcido asi como también se provoca una insuficiencia en el riego

sanguineo de la mucosa gastrica, ambas

estan invol das en la p é is de

B

las lesiones provocadas en la mucosa gastrica. En algunos estudios se establece que la

11
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hipercontractilidad tiene un papel muy importante en la formacion de las lesiones de la

mucosa gastrica (Nishiwaki, ef al, 1989).

2.4.5. Prod ion de lesi

gastricas por agentes necrosantes
Para producir lesiones en la mucosa se emplean agentes necrosantes tales como acido

clorhidrico 0.6 M, hidroxido de sodio 0.2 M 6 cloruro de sodio al 25%% (Robert et al,
1983).

2.5. Tratamiento de la dlcera

Los farmacos empleados en la terapéutica de la ulcera péptica se clasifican en tres

grandes grupos: antiicidos, antisecretores y citoprotectores (Hoogerwef y Pasrichia,

2001).

2.5.1. Antidcidos

En este grupo de finmacos se incluye a un grupo de compuestos inorganicos cuya
caracteristica comun es neutralizar el HCl. Los antidcidos pueden definirse como
sustancias que consumen los protones (H") secretados por las células parietales, sin
interferir directamente con los procesos de secrecion. Los antiacidos mas utilizados son

los no absorbibl principal sales de aluminio y magnesio. Los antidcidos

absorbibles se usan en forma limitada en la actualidad, sin embargo el bicarbonato de

sodio todavia tiene un amplio uso (Bettarello, 1985, Flérez y Espulgues, 1999).

12
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Los principales problemas de los antiacidos se relacionan con su tiempo de accién corto,

sus efectos adversos son constipaciéon, diarrea, sindrome de lacto alcalosis,

hipercalcemia, nefrolitiasis y bloqueo intestinal para la adsorcion de fésforo ( Bettarello,

1985).

2.5.2. Antisecretores

Dentro de este grupo de farmacos, se encuentran los antimuscarinicos, antagonistas de
los receptores Hj inhibidores de la bomba de protones y los bloqueadores de los

receptores para la gastrina.

2.5.2.1. Antimuscarinicos

Este tipo de compuestos, como la pirenzepina y telenzepina bloquean los receptores
muscarinicos del tipo M, e inhiben de esta forma la secrecidon gastrica estimulada por la

acetilcolina (Bays ef al, 1990, Florez y Espulgues, 1999). Entre otros antimuscarinicos

se encuentran también la 1i prop i y d pina (Ben ini y

Coruzzi, 1985). Entre los efectos adversos de estos fairmacos se encuentran resequedad

de boca, estreflimiento y visidn borrosa (Fi6rez y Espulgues, 1999).

2.5.2.2. A goni delosr ptores H;

Este grupo de compuestos compite con la histamina de forma especifica y reversible por

los receptores Hz, encargados de esti lar la prod

ién de acido por la célula parietal.

Los ar H H; disminuyen la prod i6n de HC1 d d d.

por la hi y
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en menor medida por acetilcolina y pentagastrina con lo que muestran un espectro
inhibitoric amplio, por ello reducen la sccrecion acida basal y la provocada por

estimulos fisioldgicos, como los alimenios, la distension gastrica, ete. (Florez y

Espulgues, 1999). El primero en uso clinico fue la cimetidina, 1a cual retiene el anillo
imidazol de la histamina. En los productos mas recientes, el anillo imidazolico es
reemplazado por un furano (ranitidina) o un tiazol (famotidina, nizatidina y ebrotidina)
((Hoogerwef y Pasrichia, 2001), 1996). La ebrotidina combina una actuacién
antisecretora con un potente efecto protector de la mucosa, consecuencia de su
capacidad estimulante de la actividad proliferante de las células epiteliales y de
modificar las propiedades fisicoquimicas del moco gastrico, en particular, su contenido

en sulfomucinas y fosfolipidos (Florez y Espulgues, 1999). A 1 1t

se itra en
estudio un nuevo farmaco ¢l denominado IT-066, un antagonista de los receptores H;
(Otsuka et al., 2000). Los efectos adversos mas comunes de algunos de estos farmacos

son desdrdenes nr les e i

> de creatinina y t i en el pl (Flérez

y Espulgues, 1999).

2.5.2.3. Inhibidores de la ATPasa H'/K", (Bomba de protones)
Este grupo de compuestos actia selectivamente sobre el eslabon final del proceso de

secrecién acida gastrica, 1a ATPasa-H'/K”™ o bomba de protones, por lo que también se

les denomina inhibidores de la bomba de prc¢ Esta i

P un paso
obligado en el proceso de secrecién de H™. por lo cual la capacidad inhibitoria de estos

farmacos es independiente del estimulo d d

ite de la produccion del acido. El
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omeprazol es el compuesto principal de esta familia, otros compuestos pertenccientes a
esta familia son pantoprazol y lansoprazol los cuales son derivados de bencimidazol
(Flérez y Espulgues, 1999).

E! omeprazol es un profarmaco, ya que ¢l mismo no interacciona con la bomba de
protones, sino que requiere de la conversién a un compuesto tetraciclico activo por el
medio acido existente en el canaliculo secretor de la célula parictal. Este compuesto
reacciona rapidamente formando uniones disulfuro con los residuos de cisteina de la
cadena a del sector luminal de la ATPasa-H*/K" y origina el denominado complejo
inhibitorio ( Flérez y Espulgues, 1999).

El lansoprazol y pantoprazol tienen un mecanismo de accién idéntico al omeprazol, son
profarmacos puesto que no inhiben directamente la actividad de la ATPasa- H'/K"*, sino
que actiian por sus dos metabolitos activos (Flérez y Espulgues, 1999). El esomeprazol
es un isédmero del omeprazol pero difiere mucho de este respecto a sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinimicas dandole varias vemajas desde el punto de vista
clinico, en comparacién con el omeprazol logra un mejor control de la acidez ( Aztra-
Zeneca, 2002)

Las reacciones adversas mas habituales para estos compuestos son episodios de diarrea,
nauseas, mareos y jaqueca, también se han descrito algunos casos de erupcion cutinea.
Estas manifestaciones son casi siempre transitorias y de intensidad moderada, sin que se
requiera reducir la dosis del compuesto (Flérez y Espulgues, 1999).

Actualmente se encuentra en estudio el TU-199 como farmaco inhibidor de la ATPasa-

H*/K* (Uchiyama, er al, 1999).
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2.5.2.4. A gonistas de la gastrina

Se ha descrito un gran numero de sustancias que funcionan como antagonistas de la
gastrina, por su gran similitud estructural con la colecistocinina. Entre ellos se incluyen
derivados del acido glutaramico (proglumida,), analogos del triptéfano (benzotript),
andlogos de las benzodiazepinas (1.365, 260). Todos estos compuestos inhiben en mayor
o menor medida la interaccion de la gastrina con su receptor. Sin embargo, en la
actualidad no existe aplicacién clinica de ninglin antagonista de los receptores para la
gastrina, sélo representan una posibilidad teérica sin que se haya demostrado su utilidad
practica (Florez y Espulgues, 1999). Entre los compuestos en desarrollo de este tipo de

farmacos se encuentra el CR 2940 (Makovec, et al, 1999).

2.5.3. Citoprotectores

La citoproteccecion es la propiedad que tienen ciertos compuestos como las
prostaglandinas, para proteger varios oOrganos del aparato digestivo (tracto
gastrointestinal, higado y pancreas) del dafio causado por agentes nocivos (Szabo y
Goldberg, 1990).

La citoproteccién gastrica puede también definirse como una prevencion de la
hemorragia causada por el dafio de la mucosa gastrica, sin la inhibicién de la secrecion
acida. El fenémeno citoprotector ha sido estudiado principalmente en el tracto
gastrointestinal, particularmente en el estémago de rata, donde se han identificado dos
tipos de citoproteccion, una directa y otra adaptativa (Konturek, 1990).

Se conoce como citoproteccion directa a la protecciéon de la mucosa gdstrica
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(gastroproteccion) provocada por la administraciéon de prostaglandinas exogenas que
protegen a la mucosa gastrica contra susiancias necrosanies, tales como etanol 100%,
HC! 0.6 M, NaOH 0.2M, NaCl 25%, o agua hirviendo. Estas sustancias necrosantes son
consideradas irritantes fuertes (Konturek, 1990, Tsukimi y Okabe, 2001).

La citoprotecciéon adaptativa se ha denominado asi debido a que esta mediado por Ia
liberaciéon enddgena de las prostaglandinas de la mucosa gastrica (Kounturek, 1990;
Szabo y Goldberg, 1990, Tsukimi y Okabe, 2001). Puede ser inducida por la aplicacién
de ciertos irritantes a bajas concentraciones tales como: etanol 20%, taurocolato 20 mM,
NaCl del 2-4 %, HCI del 0.2-0.35 M, NaOH 0.02 M, café, chile 6 agua a 70 °C, a estos
irritantes se les llama, irritantes suaves, los cuales previenen las lesiones macroscopicas
de la mucosa provocada por agentes necrosantes fuertes (Robent, er a/, 1983, Tsukimi y
Okabe, 2001).

La importancia de las prostaglandinas endégenas en la modulacién de los mecanismos
de defensa de la mucosa, se deriva de diversas observaciones que apuntan a que los

AINESs, potentes inhibidores de la si is de prc landinas, son

p de daiiar a la
mucosa gastrica. La generacion local de prostaglandinas en la mucosa gastrica es
considerada como la responsable de la adaptacién de la mucosa al ataque de agentes

irritantes (Robert, 1979; Peskar y Maricic, 1998).

Debido a que las prostaglandinas incr el flujo guineo en la mucosa gastrica,

se ha sugerido que el efecto citoprotector se debe a p lares a

nocivos, aunque éste no es ¢l inico mecanismo de proteccion implicado. Al respecto se

sabe que las prc landina d As son cap de ecstimular la secrecion basal de
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moco y bicarbonato incrementando con ello, el gradiente de pH en el epitelio gastro-
duodenal. También las prostaglandinas reducen la secrecion de acido e incrementan la
capa de los fosfolipidos. Estudios microscopicos 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 (Konturek er al., 1987; Shorrock y Rees, 1988 ).

2.53.1. M i de ci i6

P

En general, los mecanismos de la mucosa gastrica, para protegerla de los factores
agresivos tales como el dcido clorhidrico, la bilis, farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos y varios tipos de estrés, consisten en factores funcionales, humorales y
neuronales. La secrecion de moco alcalino, la capa de fosfolipidos, la microcirculacion y
la motilidad constituyen los factores funcionales, en tanto que las prostaglandinas y el
Oxido nitrico actian como factores humorales y finalmente dentro el grupo de los

factores neuronales estan las neuronas sensibles a capsaicina.(Tsukimi y Okabe, 2001).

2.5.3.2. Factores funcionales
El moco gdstrico forrma una barrera de defensa contra factores potencialmente dafiinos,
debido a sus propiedades de: firme adherencia al epitelio, impermeabilidad general a

agentes quimicos, impermeabilidad especifica a la pepsina, propiedades de absorcion y

accién de amortiguador. Habitualmente, dicha capa mucosa se elimina conti y

al mismo tiempo se sustituye a velocidad uniforme; si la velocidad de climi ién, es

mayor que la de produccién, la mucosa no cumple su accién protectora. La
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reproduccion epitelial que tiene el estdmago es enorme; mds o menos cada 36 a 48
horas, se recambia por completo ¢l epitelio gastrico (Valadéz, 1989).
La secrecion de bicarbonato a través de la mucosa gastrointestinal forma parte de la
barrera moco-bicarbonato del estémago, éste neutraliza al acido que se encuentra en la
mucosa gastrica y duodeno, y en consecuencia contribuye a la proteccién de la mucosa
gastrica (Allen er al., 1992, Tsukimi y Okabe, 2001).

E! flujo sanguineo adecuado en la mucosa gastrica, desempeiia un papel importante en la
proteccion de la misma, debido a que existe una liberacién de oxigeno, nutrientes y
bicarbonato, que contribuyen a regenerar la superficie del epitelio, asimismo, también
eliminan los iones hidrogeno que penctraron la barrera epitelial, se tiene el conocimiento
de que una reduccion en el flujo sanguineo, favorece la ulceracién de la mucosa gastrica
(Shorrock y Ress, 1988).

Se ha observado que después de un tratamiento con irritantes suaves se presenta un
incremento en la afluencia sanguinea de la mucosa gastrica, sin embargo dicho

incremento se inhibe cuando se administra indc

o con una administracién
previa del éster metilico de la N-nitro-L-arginina (L-NAME), lo que da como resultado
un agravamiento de las lesiones provocadas por sustancias irritantes, lo cual sugiere que
la microcirculacién tiene un papel muy importante en la proteccion de la mucosa
gastrica. También se ha sugerido que la motilidad juega un papel muy importante en la
prevencion de la lesiones provocadas por estrés asi como por los farmacos anti-

inflamatorios no esteroidales (Tsukimi y Okabe, 2001).
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2.5.3.3. Factores humorales

Las prostaglandinas son sintetizadas a partir del acido araquidénico por las
ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. La COX-1 es una isoforma constitutiva que se
expresa ¢n el estdmago, rifién y plaquetas, se considera importante en la proteccion de la
mucosa, en tanto que la COX-2, es una isoforma inducible la cual se manifiesta en
respuesta a varios estimulos proinflamatorios, tales como mitégenos, hormonas, y
citocinas, produciéndose en los sitios inflamados donde produce prostaglandinas que
median las clasicas seflales en un proceso inflamatorio, edema, dolor, calor y
enrojecimiento. Las prostaglandinas endégenas tienen varias funciones en el estémago,
siendo estas el incremento en la produccion de moco alcalino, regulacién del flujo
sanguineo y la inhibicién de la motilidad gastrica. Las prostaglandinas tales como Ez y
la I; protegen la mucosa gastrica por mantenimiento de una hidrofobicidad de la
superficie del epitelio, estimulando la produccién de moco epitelial y la secrecién de
bicarbonato, incrementando el flujo sanguineo local y promoviendo la ripida
proliferacién y diferenciacién celular después del dafio a la mucosa. Las prostaglandinas
que son producidas en el estomago tienen un papel muy importante en el mantenimiento
de la integridad de la mucosa (Giercksky er al., 2000).

Partiendo del conocimiento de que los AINEs producen daifio a la mucosa intestinal, al

bloquear la actividad de la COX-1 y COX-2, y que los inhibidores selectivos no dait

1a mucosa gastrica, se ha propuesto que lusiv las p landinas derivadas de

la COX-1, estan involucradas en los n H »s de deft de la mucosa gastrica,
(Peskar y Maricic, 1998, Giercksky, er al., 2000 y Davies, ef al., 2000) no obstante se ha
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observado que los inhibidores selectivos de la COX-2, retrasan la curacién de ulceras
gastricas producidas en animales, lo cual indica que la COX-2, esta también implicada
en la defensa del dafio gastrico (Peskar y Maricic, 1998, y Peskar er al, 2001).

Por otro lado el éxido nitrico (NO) juega un papel multifacético en el mantenimiento de
1a integridad de la mucosa gastrica, regula la secrecién de moco, la motilidad gastrica y
la microcirculacién (Tsukimi y Okabe, 2001). El NO es sintetizado a partir del
nitrégeno terminal de guanidina del aminoacido L-arginina, por la enzima sintasa de
oxido nitrico (NOS). Existen tres isoformas de la sintasa del éxido nitrico que han sido
caracterizadas de acuerdo a su origen celular. Inicialmente fueron identificadas las dos
isoformas constitutivas (cNOS) dependiente de Ca®*/calmodulina, la NOS neuronal
(NNOS) y la NOS endotelial (eNOS), en neuronas y en ¢l endotelio respectivamente.

La sintasa del 6xido nitrico constitutiva (cNOS), se expresa en condiciones normales. El

6xido nitrico liberado por estas enzimas actia como un 10 de tr: d i6n de

varias respuestas fisiolégicas. La tercera NOS es una isoforma inducible (iNOS) que es
independiente de Ca®* Y que es ind'ucida por la exposicion a citocininas,
lipopolisacaridos y el factor & de necrosis tumoral en varios tipos de células, incluyendo
células inflamatorias. El 6xido nitrico liberado por la iNOS actia como una molécula
citotéxica contra la invasién por microorganismos y contra células tumorales. Las tres
isoformas de 1a NOS se han identificado en el tracto gastrointestinal.

La inhibicion de la sintasa de oOxido nitrico se logra con agentes aglutinantes de

flavoprc agluti de calmodulina y 2 mermad de

tetrahidrobiopterina. Sin embargo, los mas ampliamente utilizados son anilogos
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estructurales de la L-arginina, entre los que se encuentran sustancias tales como N°-
nitro- L-arginina (L-NNA), NS -metil-L-arginina (L-NMMA) y el éster metilico de la
NG-nilro-L-arginina (L-NAME), estos anidlogos no son selectivos para una isoforma
especifica. Actualmente se dispone de algunos inhibidores considerados selectivos de las
isoformas de las NOS, entre los que se puede citar al 7-nitroindazol y compuestos
analogos, para la nNOS; aminoguanidina, L-N6-(1-iminoetil) lisina y derivados S-
alquilados de la isotiurea para la iNOS (Hobbs er al., 1999). En condiciones basales el
NO interacttia con neuropéptidos y prostaglandinas para mantener la integridad de la
mucosa. De tal forma que, aunque la inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico, por si sola

no causa dafio gastrico, las lesiones aparecen si el tratamiento se combina con una

atenuacién de las neuronas sensoriales después del trat P ina o por la

con

administraciéon de una dosis no ulcerogénica de indometacina (Calatayud er al., 2001).
En ausencia de condiciones dafiinas exdgenas, una combinacién de los tres tratamientos

(inhibicién de la formacién de NO, inhibicién de la si

de prc landinas y
atenuacién de neuronas sensoriales), producen dziio masivo en la mucosa gastrica, lo
que indica claramente que la integridad de la mucosa depende de la accion coordinada
de estos tres sistemas (Whittle er a/, 1992). Se ha sugerido que existe una interaccién
dinamica, en la que, cuando un elemento es suprimido, otro asume su funcion (Flisher ez

al., 1999).

Los agentes donadores de NO exdgeno tales como nitroglicerina y nitroprusiato de

sodio, i la i

de la mucosa al dafio. Estos compuestos inhiben los

daiios hemorragicos de la mucosa gastrica inducidas por HCl 50 mM o etanol al 70 %.

22



Actividad gastroprotectora de estigmasterol sobre las Icsiones gastricas inducidas por etanol en
ratas Wistar

Por el contrario, los inhibidores de la NOS tales como el L-NAME y L-NNA inhiben la
accidn citoprotectora de los irritantes suaves, por lo que se considera que el NO tiene un

papel muy importante en el mantenimiento de la integridad de la mucosa (Tsukimi y

Okabe, 2001)

2.5.3.4. Factores neuronales

Existen evidencias morfoldgicas y funcionales de que las neuronas sensibles a

capsaicina inervan el tracto gastrointestinal. Se ha propuesto que estas neuronas
contribuyen a la proteccion de la mucosa (Holzer y Sametz, 1986). Se ha demostrado
que la aplicacién local de capsaicina da como resultado una activacién neuronal y
liberaciéon de neuropéptidos, tales como sustancia P, calcitonina y neuroquinina. Se ha
comprobado que la abolicién de los nervios sensoriales agravan las lesiones de la
mucosa provocadas por agentes necrosantes. La administracion local de capsaicina causa
una respuesta hiperémica en la mucosa gastrica, que es inhibida por la abolicién de los
nervios sensoriales, lo cual sugiere que las neuronas sensoriales regulan la afluencia

sanguinea de la mucosa (Tsukimi y Okabe, 2001).

2.5.4. Far i

P es

Aunque las prostaglandinas fueron las primeras sustancias en clasificarse como
citoprotectoras, actualmente sc¢ incluyen dentro de éste grupo a ciertas sustancias que
tienen una actividad semejante al de las prostaglandinas. Entre los compuestos

citoprotectores se incluye al sucralfato, sales de bismuto y carbenoxolona.
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2.5.4.1. Sucralfato

Es una compleja sal de sacarosa, sulfato e hidréoxido de aluminio, con un pH gastrico
bajo, se polimeriza y origina una pasta pegajosa cargada negativamente que se adhiere
de modo selectivo a las proteinas o restos proteicos del crater ulceroso. cargadas
positivamente, formando una barrera protectora que impide la actuacion del acido y la
pepsina sobre la zona lesionada. Se une también a la mucosa sana, pero la afinidad por
las zonas lesionadas es mayor (Florez y Espulgues, 1999). Es pl"ObablC que esta unién
con los crateres ulcerosos represente la principal accién terapéutica del sucralfato. Este
compuesto estimula la formacién de prostaglandinas en la mucosa gastrica, ejerciendo
asi una accién “citoprotectora” (Ligumsky ef al., 1984), se ha descrito que el sucralfato
estimula el transporte de bicarbonato hacia la mucosa gastrica y duodenal, asi como
también incrementa la viscosidad del moco y mantienc un flujo sanguineo adecuado en
las células subepiteliales gastricas (Rees, 1991).

El sucralfato es bien tolerado y son muy pocos los casos en que es necesario interrumpir
el tratamiento. El tratamiento con sucralfato obliga a reajustar la dosis de muchos

farmacos debido a que éste modifica su absorciéon y biodisponibilidad (Florez y

Espulgues, 1999).

2.5.4.2. C tos de bi

P

Las preparaciones de Bismuto trivalente tienen propiedades terapéuticas y son utilizadas

mundialmente. El subsalicilato de bismuto (Pepto-Bismol ®) y el subci > de bi

coloidal (SBC), son tal vez los productos de mayor aplicacion terapéutica. Aunque estos
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compuestos no tienen la capacidad neutralizante de aAcido sino que inhiben a la pepsina,
aumentan la secreciéon de moco e interactian con proteinas en el criter necrético de la
ulcera, tal vez formando una barrera a la difusién del acido. Los coloides de bismuto
tambi¢n producen desprendimiento y adsorcién de Felicobacter pylori del epitelio
gastrico, con la consiguiente eliminacion de la bacteria ((Hoogerwef y Pasrichia, 2001).
Aun cuando es necesaria la terapia combinada triple y cuadruple con metronidazol,
antibidticos y antisecretor (Hoogerwef, y Pasricha, 2001.)

Los efectos toxicos de los compuestos de bismuto son apatia, ataxia moderada, cefalgia
en las primeras fases, progresando a saltos mio-clonicos, disartria, confusiones severas,
alucinaciones, pequefios estados epilépticos y el advenimiento de la muerte. En estudios

neuropatolégicos se encontraron concentraciones altas de bismuto distribuidos en el

cerebro (Gorbach, 1990).

2.5.4.3.Carbenoxolona

La carbenoxolona es un triterpeno pentaciclico derivado de la hidrélisis del acido
glicirrizico; fue uno de los primeros medicamentos empleados contra ulcera y no afecta
la secrecion gastrica. Se han propuesto varios mecanismos de acciéon para explicar su
actividad biolégica, entre ellos se sugiere que estimula la producciéon de moco géstrico,
incrementa la velocidad de incorporacién de varios azucares a las glicoproteinas del
interior de la mucosa gastrica, promueve la proliferacion de las células de la mucosa,
inhibe la exfoliacién de las células de la mucosa, incrementa la produccién de

prostaglandinas e inhibe a las enzimas que las metabolizan, reduce la formacién de
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tromboxano y regula la velocidad de sintesis de DNA y proteinas de la mucosa gastrica.
Recientemente se ha relacionado el 6xido nitrico, como un factor que contribuye a su
efecto antiulceroso (Takeuchi er al, 1998, Borrelli e 1zzo, 2000). Se ha observado que en
biopsias gastricas inhibe el metabolismo de las prostaglandinas del tipo PGE,, PGE; vy
PG, e incrementa la liberacion de PGE:> (Wan y Gottfried, 1985).

Sin embargo debido a sus numerosos efectos secundarios el uso de la carbenoxolona es
limitado, ya que produce efectos similares a los de la aldosterona, lo cual puede
provocar retencién de sodio e hipocalemia, asociada con hipertension, edema y

enfermedades cardiacas (Borrelli e 1zzo, 2000).

2.5.4.4. Anilogos de las prostaglandinas
Las prostaglandinas mas importantes a nivel gdstrico son la PGE, y la PGE2, y la

prostaciclina PGlz, que desempefan un gran papel en la defensa frente a la agresién. En

la mucosa actian como vasodilatadores, incr la prod

i6n de moco y

bicarbonato, estabilizan los lisosomas lulares y estimul

los fenémenos de

diferenciacién y proliferacioén celular tras una agresién. La brevedad de accion de los
compuestos naturales ha promovido el desarrollo de analogos sintéticos con mayor
duracién de accién: el misoprostol y el rioprostil; como derivados de la PGE,, y
arbaprostil, emprostil y trimoprostil, como derivados de la PGE;. Los efectos adversos
mas comunes, son el dolor abdominal y la diarrea, aunque también pueden provocar
calambres abdominales y contraccién uterina con posibilidad de abortos. Su principal
aplicacién terapéutica es la profilaxis de la ulcera gastroduodenal en pacientes tratados
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con antiinflamatorios no esteroidales (Florez y Espulgues, 1999).

2.5.5. Citoprotecciéon independi de pr glandinas

Esta protecciéon incluye sustancias citoprotectoras que no estimulan la biosintesis de
prostaglandinas en la mucosa gastrica. Entre estos compuestos se encuentra grupos

sulfhidrilos, factor de crecimiento epidérmico, somatostatina, meciadanol y algunos

antibioticos.

2.5.5.1. Grupeos sulfhidrilos

En 1981 Szabo reportd que los compuestos que contienen grupos sulfhidrilos protegen a
las ratas de las erosiones inducidas por etanol. De estas observaciones se deduce que los
grupos sulfhidrilos son citoprotectores de la mucosa gastrica y pueden mediar la
citoproteccion inducida por prostaglandinas. Los grupos sulfhidrilos son requeridos para
1a sintesis de prostanoides y para la activacién de los receptores de las prostaglandinas y
ellos mismos son directamente responsables de la defensa de la mucosa ya que influyen
en la permeabilidad de la membrana, adhesion de las células y liberacion de radicales

libres (Szabo er al, 1981; Konturek er al, 1987, Shorrock y Ress, 1988).

2.5.5.2. Factor de crecimicnto epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico es un polipéptido producido por las glandulas

salivales y de Brunner. Estimula la sintesis del ARN y ADN en la mucosa, ademas

favorece el crecimiento y la difer iacion cejular y lera la ion de la

P
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Es un poderoso inhibidor de la secrecién acido gastrica pero a dosis no antisecretoras ha
mostrado que protege al estomago de las erosiones agudas producidas por aspirina, se ha
demostrado que es tan efectivo como la cimetidina en la curacién de las ulceras
duodenales crénicas en ratas, ademas también previene la formacion de las uiceras
producidas por estrés en ratas, dicho efecto puedec estar mediado por la somatostatina
endégena. Sin embargo, el papel del factor de crecimiento epidérmico en la defensa
gastroduodenal humana no ha sido del todo definida (Shorrock y Ress , 1988; Allen er
al., 1992).

Se ha encontrado que firmacos antiulcerosos tales como el sucralfato y bismuto coloidal

enlazan el factor de crecimiento epidérmico y lo transportan al area ulcerada (Konturek,

1988).

2.5.5.3. Meciadanol
El meciadanol es un inhibidor de la actividad de la histidina descarboxilasa, y tiene una
potente accion gastroprotectora contra el dafio producido por etanol y aspirina lo que

puede deberse a la disminucion de la formacién de histamina en la mucosa (Konturek,

1990).

2.5.5.4. Sulglicétido

E! sulglicétido es un glicopéptido en forma de sal de sodio. Este se comporta como un

agente que cubre la mucosa y su accién citoprotectora estar relaci d

P

estimulacién de la produccién de prostaglandinas gastrointestinales e interviene en el
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mecanismo de estabilizacion de la estructura lisosomal en las células de la mucosa

((Hoogerwef y Pasrichia, 2001).

2.5.5.5. Alginato

El alginato es un compucsto capaz de poner una barrera mecanica al reflujo esofagico
del contenido gastrico acido o no acido. La actividad terapéutica del acido alginico y de
alginatos, deriva en una transformacioén local de la suspensién de este polimero por el
jugo gastrico el cual protege mecanicamente a la mucosa gastrica de lesiones inducidas

por acido clorhidrico, reduce la acidez del jugo gastrico y evita el reflujo esofagico (De

Vicentis er al., 1991).

i1ll. METABOLITOS AISLADOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD

ANTIULCEROSA

3.1. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de mas de 4000 compuestos que se pueden encontrar en la
naturaleza, con una amplia gama de efectos biolégicos, incluyendo la actividad
antiulcerosa. Los flavonoides se encuentran como constituyentes en la dieta humana, la
cual contiene aproximadamente lg por dia, y también se hallan en varias plantas

medicinales que son utilizadas en diferentes partes del mundo. Se han propuesto varios

mecanismos para e¢xplicar los efectos gastroprotectores de los flavonoides; incluyendo

un incremento en el cc ido de prc landi

en la mucosa, disminucién en la
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secrecion de histamina por inhibicién de histidina descarboxilasa e inhibicién del
crecimiento de Helicobacter pylori. Ademas, se ha encontrado que los flavonoides
atrapan radicales libres, teniendo estos un papel muy importante en las lesiones
ulcerosas y erosiones del tracto gastrointestinal. En relacion a sus propiedades se reporta
baja toxicidad, por lo que los flavonoides pueden potencialmente ser ideales para el
tratamiento de las enfermedades gastrointestinales asociadas con infecciones por
Helicobacter pylori (Borrelli e 1zzo, 2000 ).

Algunos de los flavonoides que muestran actividad antiulcerosa y que mas se han
estudiado son: quercetina, narigina, similarina, antociandsidos y derivados de soforadina

(Borrelli e Izzo, 2000 ) y epicatequina (Navarrete er al .,2002.)

3.2. Saponinas

Varias plantas que contienen grandes cantidades de saponinas, en forma de glucdsidos,
han mostrado actividad antiulcerosa, en diferentes modelos de induccién de tlcera
(Borrelli e lzzo, 2000).

De las flores de Spartium juriceum se aisléd una saponina del tipo oleonano, la cudl posee
una potente actividad antiulcerosa en el modelo de induccién de tlcera por etanol en
ratas, la estructura de la saponina ha sido identificada y llamada cominmente
spartitriosido (Yesilada y Takaishi, 1999).

Otra saponina que posee actividad gastroprotectora es Momordin Ic, aislada del fruto de
Kochia scoparia, esta saponina inhibe las lesiones gastricas producidas por ectanol e
indometacina, en ratas. Para este compuesto se ha propuesto que en su mecanismo
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gastroprotector las neuronas sensibles a capsaicina desempefian un papel muy
importante, en tanto que la participacion de las prostaglandinas endogenas, el oxido
nitrico, y los grupos sulfhidrilos participan de un modo interactivo (Matsuda er al,
1999).

Las saponinas aisladas del rizoma de Panas japonicus y del fruto de Kochia scoparia
han demostrado propiedades gastroprotectoras, la actividad no es debida a la inhibicién
de la secrecién de acido gastrica si no que probablemente se deba a la produccién de
moco y factores protectores de la membrana (Borrelli e Izzo, 2000).

De la semilla de Aesculus hippocastanum se han aislado una mezcla de saponinas, entre
ellas la Aescina, que ha mostrado actividad antiulcerosa en wvarios modelos de
induccién, como son sometimiento a frio y ligadura del piloro, dicha actividad la
produce al inhibir la secrecion de pepsinogeno y de acido gastrico, asimismo la Aescina,
previene las lesiones gastricas causadas por la administracién de etanol absoluto, sin

embargo en este modelo, la inhibicién de acido y pepsi no d

F un papel
importante, lo cual sugiere el involucramiento de otros mecanismos (Borrelli e 1zzo,

2000).

3.3. Taninos

Se ha reportado que los taninos tienen actividad astringente y antiulcerosa. Los taninos
modifican la capa mas externa de la mucosa, la vuelven menos permeable, mas

resistente al dafio quimico, anico e irritacién sin b

go la cormrelacion entre la

estructura molecular de los taninos y la actividad astri /anti-ul )SA NO S€ conoce
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bien (Borrelli e 1zzo, 2000).
La aplicacién de concentraciones bajas de taninos solo modifica la capa mas externa de
la mucosa, la vuelve menos permeable y se produce un incremento en la proteccidon en
las capas subyacentes en contra de la accion de las bacterias e irritacion quimica. Las
altas concentraciones de taninos causan coagulacién de las proteinas de la capa profunda
_ de la mucosa, dando como resultado inflamacién. diarrea y vémito (Borrelli e 1zzo,
2000).
Varias plantas que presentan actividad anti-ulcerosa contienen taninos, por lo que dicha
actividad se atribuye a la presencia de los mismos. Entre las plantas que poseen taninos
se encuentra el extracto crudo de Linderae umbellatae que presentd actividad anti-
péptica y anti-ulcerosa (Borrelli ¢ 1zzo, 2000), y el extracto acuoso de Rhizophora

mangle L. el cudl presentd efecto antiulceroso (Sanchez er al, 2001).

3.4. Gomas y mucilagos

Las gomas y mucilagos son su i 1

1ite quebradizas, amorfas, transparentes o
translucidas, facilmente se absorben en agua dando una masa gelatinosa y las soluciones
resultantes son viscosas y coloidales. Los farmacos mucilagenosos tienen la propiedad
de cubrir y proteger la mucosa del estémago por lo que son usados para el tratamiento

de la ulcera gastrica. Las plantas que contienen mucilagos son tradicionat d

en varias partes para el tratamiento de la ilcera gastrica entre ellas se encuentran
Althaea officinalis, Cetraria islandica, Malva sylvestris, Matricaria chamomilla y

especies de Aloe (Borrelli e 1zzo, 2000).
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3.5. Diterpenoides

De la corteza de Croton cajucara Benth, la cual se emplea en la medicina tradicional de
Brazil, para tratamiento de enfermedades gastrointestinales, se aislaron los siguientes
compuestos: dehidrocrotonina, que presenté esta actividad antiulcerosa, trans-
dehidrocrotonina la cual reduce el indice de lesiones gastricas, y el compuesto trans-
crotonina que junto con dehidrocrotonina, inhiben in vivo la secrecidén de acido

(Hiruma-Lima er al, 1999., Maciel er al, 2000).

3.6. Triterpenoides

El acido oleandlico el cual se encuentra presente en especies como Prosopis glanulosa,
Calendula, Helianthus y Solidago, es un triterpeno que presenta actividad antiulcerosa
en ulceras inducidas por aspirina, indometacina, reserpina y tetragastrina. Se ha
propuesto que el acido oleanélico promueve la produccion de prostaglandinas (Gupta er
al., 1981; Snykers y Fourie, 1983). Otros ejemplos de triterpenoides son el acetato de
lupeol aislado de Spilanthes ocymifolia, cl taraxerol aislado de Taraxacum officinale y el
acido ursélico aislado de Psychotria adenophylla que inhiben las ulceraciones causadas
por el estrés en ratas (Gupta et al., 1981; Snykers y Fourie, 1983) , también el acido
acetil aleuritélico aislado de Croton cajucara, disminuye in vitro la secrecién basal de
acido inducida por histamina (Maciel. e al, 2000). Los triterpenos a y B amirina,
aislados de Hippocratea excelsa, inhiben la formacion de lesiones causadas por etanol
(Navarrete ¢f al., 2002).

La actividad antiulcerosa de PB-sitosterol y su glucosido ha sido descrita por
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investigadores chinos (Ling y Jones, 1995) y se han encontrado como activos de

Hippocrarea excelsa (Navarrete ef al., 2002).

3.7. Sesquiterpenoides

Los sesquiterpenoide (saussureaminas A,B,C,D y E) extraidos de las raices de Saussurea
lappa, presentan una potente actividad antiulcerosa (Yoshikawa et al, 1993). La sal
sodica del

sesquiterpeno 4-metilazuleno-1-carboxilico, aislados de Calypogeia azurea

presenta actividad antiulcerosa (Nakagawara ef al., 1992).

3.8. Alcaloides

La atropina, aislada de Atropa belladona, fue utilizada como antiulcerosa (Pendleton et
al, 1987). Por su accién antisecretora, al inhibir la acciéon de la acetilcolina.

Los alcaloides de Scopolia (scopolamina, anisodina y anisodanina) fueron efectivos
agentes antiulcerosos en modelos de induccion de ulcera gastrica por stress, con
indometacina y con acido acético en ratas. Los alcaloides de Scopolia pueden inhibir la
secrecion de acido gastrico y la actividad de la pepsina e incrementar la barrera de la
mucosa gastrica, lo que sugiere que estas acciones pueden contribuir a su efecto
antiulceroso (Zhang er al., 1990).

De la raiz de Sophora subprostrata se ha aislado a la matrina y a la oximatrina. Estos
alcaloides inhiben la secrecién gastrica en ratas a una dosis de 10-50 mg/kg e inhiben la

formacion de ilcera a 250 mg/kg (Yamazaki, 1983).
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3.9. Polisaciridos

Un polisacarido aislado de Aloe chinese presenté actividad contra ulceras gastricas
inducidas por estrés (inmersion en agua), indometacina y etanol en ratén (Zhong y Zhou,
1995).

Una fraccion de polisacaridos denominada BR-1 solubles en agua preparada a partir de
las raices de Bupleurum falcatum presentaron actividad gastroprotectora en las tlceras
inducidas por HCl—ctanol en ratén. El BR-1 sc fragmentd en cuatro fracciones
polisacaridas (BR-2, BR-3, BR-4 y BR-5) por la adicion de bromuro de
cetiltrimetilamonio, la fracciéon BR-2 presentd la mayor inhibicién en la formacion de
lesiones gastricas (Yamada et al/, 1991). La administraciéon oral de BR-2 inhibié de
manera dependiente de la dosis la formacién de las lesiones gastricas inducidas por
agentes necrosantes tales como HCl-etanol y etanol. El efecto protector se observo
después de la administracion oral, intraperitoneal y subcutinea de BR-2. Ademas el BR-
2 inhibié la formacién de ulceras gastricas inducidas por estrés y ligacion del piloro. Los
niveles de prostaglandina E2 presente en el jugo gastrico de las ratas y en la mucosa de

1os ratones no fue modificada por la administracién oral de BR-2 (Sun er al., 1991).

3.10. Accites

El aceite volatil de Hyptis mutabilis Briq, previene o red la for i6n de al en

la mucosa gastrica de ratas, inducidas por indometacina administrada por via
subcutanea. El mecanismo de accién de este aceite es desconocido (Barbosa y Ramos,

1992).
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La emulsion formada con aceite de Ja semilla de Brucea javanica, inhibio
significativamente las lcsiones gastricas inducidas por ligacion del piloro, aspirina.
estrés y Ulcera gastrica cronica por acido acético en ratas (Xue ef al, 1996).
El aceite de Ocimum sancius L. posee actividad antiulcerosa contra las lesiones
producidas por la administraciéon de aspirina-indometacina, histamina, reserpina,
serotonina y por sometimiento a estrés, para dicho aceite también se¢ observéo una
inhibicién de la secreciéon gastrica en el modelo de induccién de ulcera por la
administracion de aspirina y ligadura del piloro en ratas. Los mecanismos propuesto para
la actividad antiulcerosa que presenta este aceite, son a través de la inhibicién de la
lipooxigenasa, actuando como antagonista de histamina asi como ¢jerciendo un efecto
antisecretor (Singh y Majumdar, 1999).

El aceite esencial aislado de la corteza de Croton cajucara, presentd actividad
gastroprotectora en los modelos: de estrés, administracién de HCl/etanol, y ligadura del

piloro, dicho aceite presenta una muy baja toxicidad ( Hiruma-Lima er al., 2000).

v, ESTUDIOS DE PLANTAS MEXICANAS USADAS COMO
ANTIULCEROSAS

Dentro de la medicina tradicional mexicana se tiene el registro de cincuenta y seis
plantas utilizadas en tratamiento de la dlcera gastrica pero sélo a cuatro de ellas se les ha

realizado algtn tipo de estudio farmacolégico para demostrar dicha actividad biolégica.
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Dentro de las plantas mas estudiadas se encuentran: Amphipterygium adstringens
(Cuachalalate) (Navarrete er al.,1990) e FHippocratea excelsa HBK (Cancerina)
(Navarrete, er al, 2002). Del estudio de la corteza de cuachalalate se aislaron al -
sitosterol, al dcido 3a-hidroximasticadienénico, y al acido-epi-oleandlico, como los
metabolitos responsables de la actividad antiulcerosa, todos estos compuestos
presentaron actividad gastroprotectora en el modelo de ulcera inducida por etanol
(Benitez, 1998). De la corteza de la raiz de cancerina, se aislaron los metabolitos -

sitosterol, B-D-glucésido de B-sistosterol y epi quina y la la de a- y B- amirina

como responsables de la actividad gastroprotectora en el modelo de ulcera inducida por
etanol (Navarrete et al., 2002). Otras plantas con estudios sobre la actividad

antiulcerosa son Croron fragilis y Hedeoma drumondi (Navarrete, ef al 1992).

V. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FITOSTEROLES $-SITOSTEROL
ESTIGMASTEROL Y CAMPESTEROL

Los fitoesteroles y sus ésteres son componentes naturales presentes en la dieta humana,

los cuales se encuentran como componentes menores (0.1-0.5%, w/w) en aceites

vegetales comestibles (Sanders, et al., 2000). Las fi mas abund de

fitoesteroles son aceites no refinados de plantas, semillas, nueces y legumbres (Awad y

Fink, 2000).
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Se ha estimado que la ingestion de fitosteroles en la dieta de los habitantes del norte de
Europa es de 200-300 mg/dia, mientras que la ingestion de fitosteroles por personas
vegetarianas y Japonesas es mayor, oscilando entre 300-450 mg/dia ( Sanders, et al,,
2000).

Los fitoesteroles tienen una estructura similar al colesterol, pero con algunas
modificaciones, estas modificaciones incluyen la adicion de un doble enlace y/o un
grupo metilo o etilo. Los fitoesteroles mas comunes son el f3-sitosterol, el campesterol y
el estigmasterol. (Fig.1).

Estudios epidemioldgicos y experimentales sugieren que existe una asociacidon entre
bajos niveles de cancer de préstata en personas asidticas y que son vegetarianos quienes
consumen dietas abundantes en fitoesteroles, comparadas con la dieta de las personas de
occidente (Awad y Fink, 2000). Por lo cudl se sugiere que dietas altas en fitoesteroles
proporcionan proteccion contra muchos cinceres comunes tales como cancer de colon,

de seno y de préstata. Sin embargo alin no esta total establ

ido, €l mecanismo de
accidn por el cual se efectiia dicha proteccion, se han sugerido efectos de los fitosteroles

sobre la superficie de la membrana, sobre las sefial de d

ion que regulan el

crecimiento de tumores y sobre la apoptosis (Awad y Fink, 2000).

Se ha determinado que los fitosteroles reducen el nivel de col

ol en el pl al
bloquear la absorcion de éste en el estémago, y esta actividad puede reducir el riesgo de
desarrollar ateroesclerosis y enfermedades coronarias. Los fitoesteroles esterificados con
acidos grasos a partir del aceite de girasol se han investigado para poder utilizarse como
ingredientes en margarinas, por su capacidad de reducir los niveles de colesterol en
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sangre, ya que margarinas enriquecidas con diferentes esteroles de aceites vegetales, o

con ésteres de sitostanol, disminuyen los niveles de colesterol de las lipoproteinas de

Estigmasterol Campesterol

Figura 1. Estructura del colesterol y fitosteroles mas comunes.

baja densidad (LDL), sin afectar los niveles de colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Ling y Jones, 1995; Jones y Ntanios, 1998., Sanders, et al., 2000).

Para el estigmasterol se reporta que posee actividad hipocolesteromiante, sin embargo
en un estudio efectuado con pollos este no presenté dicho actividad, los autores que

realizaron dicho estudio atribuyen su inefectividad como ag; hipocol Iémico, a
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la insaturaciéon que presenta en el carbono 22, ya que esta es la Unica diferencia existente
entre el estigpmasterol y el B-sitosterol, compuesto del que se tiene amplio conocimiento
de su actividad hipocolesterolémica (Chandler et al, 1979; Ling y Jones, 1995). Sin
embargo en otro estudio efectuado en ratas a las cuales se les dio una dieta enriquecida
con estigmasterol si presenté un efecto hipocolesterolémiante, ya que incrementd la
excrecion fecal de esteroles neutros (colesterol y coprostanol), asi mismo, también
incrementd la excrecion de acidos biliares siendo los acidos biliares secundarios mas
afectados que los dcidos biliares primarios (Andriamiarina, et al, 1989).

En la evaluacién de la actividad antinociceptiva del estigmasterol en ratén, sc observéd
una accién antinociceptiva contra la administracion de acido acético y formalina.
Cuando se administra via i.p. es tan potente como la aspirina. Tanto el estigmasterol
como su acetato, inhiben la inflamacion causada en la prueba de analgesia con formalina

(Santos, et al., 1995; Garcia, et al., 1999).
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se menciond antes dentro de la medicina tradicional mexicana existen numerosas
plantas empleadas en el tratamiento de la ulcera péptica, entre las cuales destacan
Amphipterygium adstringens (Cuachalalate) e Hippocratea excelsa HBK (Cancerina),
de las cuales ya se han aislado e identificado los metabolitos responsables de la
actividad gastroprotectora (Navarrete e? al., 1998; Navarrete er al., 2002). .
Para el cuachalalate se encontré como metabolitos gastroprotectores al acido 3-epi-
oleandlico, al acido 3u-hidroximasticadieﬁénico y al B-sitostero!l, (Benitez, 1998) en
tanto que para la cancerina, los metabolitos responsables de dicha accién fueron
epicatequina, a-amirina, $-amirina, 3-O- p-glucésido de sitosterol, y B-sitosterol
(Navarrete et al., 2002). En trabajos anteriores ¥ en otro realizado por investigadores
Chinos (Ling y Jones, 1995), se encontré como metabolito activo antiulceroso al B-
sitosterol. Para este metabolito y para algunos de sus derivados esterificados con varios
acidos se ha demostrado que en su efecto gastroprotector participan de manera parcial
las prostaglandinas (Arrieta, 2001).

El B-sitosterol y el estigmasterol difieren estructuralmente sélo en el doble enlace en la
posicién 22 (Fig.1), y sin embargo comparten actividades comunes como agentes

anticancerosos (Awad y Fink, 2000), hipocol lemi (Ling y Jones, 1995) y

antinociceptivas (Santos et al., 1995; Garcia ef al., 1999). Por otro lado, se ha propuesto

que para triterpenos y esteroles es importante la presencia de un grupo hidroxilo en la
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posicién 3 (Navarrete et al., 2002) caracteristica que comparten el B-sitosterol y el
estipmasterol (Fig. 1).

Considerando lo anterior se planteé que dado que para el B-sitosterol se ha demostrado
su actividad antiulcerosa, en particular gastroprotectora, y quec el PB-sitosterol y el
estigmasterol comparten caracteristicas estructurales, ademas de presentar actividades

biolégicas comunes, el estigmasterol pudiese también tener actividad antiulcerosa.
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VIii. HIPOTESIS

Considerando que el B-sitosterol presenta actividad gastroprotectora, se planteé que de
manera anidloga, el estigmasterol. presentara dicha actividad, esto. debido a que ambos
esteroles. presentan una estructura quimica muy similar. diferenciandose inicamente en
una instauracién en el carbono 22 de la cadena lateral, presente en el estigmasterol, y a

que comparten otras actividades biolégicas.
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Viil. OBJETIVO GENERAL

Realizar Ja evaluacion de la actividad gastroprotectora de estigmasterol en el modelo de
lesiones gastricas inducidas por ctanol en ratas Wistar y establecer la participacién de las
prostaglandinas, el &xido nitrico y los grupos sulfhidrilo, en el proceso de

gastroproteccion de este fitosterol.

IX. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar la relaciéon dosis-respuesta gastroprotectora de estigmasterol en rata

Wistar.

b) Establecer la participacion de las prostaglandinas, el 6xido nitrico y los grupos

sulfhidrilo en el efecto gastroprotector de estigmasterol.

c) Determinar la participacion de la isoenzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), en la

actividad gastroprotectora del estigmasterol.
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X. METODOLOGIA

10.1. Firmacos

La carbenoxolona, el estigmasterol (95% de pureza), la indometacina, ¢l L-NAME (
98% de pureza, L-NAME) y la N-Etilmaleimida (98% de pureza, NEM) se adquirieron

de Sigma Aldrich Corporation y el Celecoxib, se adquirié de Pfizer.

10.2. Animales

Para el presente estudio se utilizaron ratas Wistar machos con un peso corporal de 180 a
220 g, adquiridos de Harlan México S.A. de C.V. Para los experimentos, los animales se
colocaron en jaulas individuales, con piso de malla, de forma tal que no tuvieran
contacto con aserrin ni de que existiera coprofagia; asimismo fueron privados de
alimento 24 horas antes de realizar los experimentos, dejandolos con libre acceso al agua
(Navarrete et al, 1998). Para cada lote se utilizaron al menos 6 animales. En todos los

experimentos se utilizé como farmaco de referencia a la carbenoxolona.

10.3. Estudio de gastroproteccién contra Ias lilceras inducidas por 1 ]

Las lesiones gastricas fueron inducidas de acuerdo al método descrito por Robert (1979),

por la administracién oral de 1 mL de etanol absoluto. El esti ol se administré
por via oral (suspendido 5 % Tween 80) a las dosis de 10, 30, 100 y 300 mg/kg, en
tanto que la carbenoxolona se administré via oral (solucion) a las dosis de 1, 10, 30 y

100 mg/kg a los diferentes grupos de animales, el grupo control recibié unicamente el

d

ado los cc > se

P

vehiculo, 30 minutos después de haber dministré 1
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mL de etanol absoluto, y 120 minutos después de la administracion del etanol, los
animales se sacrificaron por una sobredosis de éter etilico. De forma inmediata los
estomagos se extrajeron y se llenaron con 10 mL de ("ormol al 2 %, una vez llenos se
colocaron en un recipiente que contenia formol al 2 % por espacio de cinco minutos,
posteriormente los estdmagos se abrieron por la curvatura mayor (Diagrama 1) y se
colocaron de forma extendida bajo un microscopio estereoscépico (X10) provisto con un
micrometro ocular. Se calculd el srea de las lesiones (en mm?) en el cuerpo del
estdbmago, para asi calcular el indice de adlcera y con éste, el porcentaje de

gastroproteccion (% de gastroproteccion) de acuerdo con la siguiente relacion:

UIC - UIT ;00

% de gastroproteccién = UIC

Donde UIC es el indice de tulcera control (en mm?), UIT es el indice de ulcera en

presencia del compuesto de prueba (en mm?) (Navarrrete et al,1998).

10.4. Lesiones gistricas inducidas por et. 1 en ratas pretratadas con indometacina

o celecoxib

Para investigar la participacion de las prostaglandinas endégenas en la gastroproteccion
de! estigmasterol y carbenoxolona. La indometacina (10 mg/kg, disuelta en una
solucién de cloruro de sodio al 0.9 % conteniendo 5 % de bicarbonato de sodio, s .c.) y

el celecoxib (15 mg/kg, suspendido en Tween 80 al 0.5%, p. 0.), sc administraron 75

minutos antes de la admini i6n oral de estig ol o carbenoxolona a las dosis de
300 y 30 mpg/kg respecti dichas dosis se definieron de la curva dosis-respuesta
46
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H Ratas Wistar (180-220 g) I
Administracién de los compuestos
(estig terol o carb. | )
30 minutos
Administrar 1 mL de
etanol absoluto

120 minutos

Sacrificar a los animales por

una sobredosis de éter etilico

Reali la di; ién del 6mago y 1a fijacién con

formaldehido al 2 %% por 5 minutos

Medir el drea de las lesiones y determinar el indice de
ulcera

Diagrama 1. Evaluacion del efecto gastroprotector de estigmasterol y carbenoxolona.
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gastroprotectora (Wan y Gottfried, 1985; Wallace. es al., 2000), 30 minutos mas tarde se
administro 1 ml. de etanol absoluto (p. 0.) ¥ 120 minutos después se sacrificaron los
animales (Diagrama 2 y 3) y se siguié el procedimiento para calcular el indice de ulcera.
A un grupo control se le administraron tinicamente los vehiculos y etanol, a un segundo

grupo control se le administré indometacina o celecoxib mas etanol.

10.5. Lesiones gistricas i

por 1 en ratas pretratadas con L-NAME
Para elucidar la participacién del 6xido nitrico endégeno en la gastroproteccion de los
compuestos de prueba el L-NAME (70 mg/kg, suspendido en Tween 80 al 0.5%) se
administré intraperitonealmente 30 minutos antes de la administracién de los
compuestos de prueba (p. 0.) a las dosis antes mencionadas (Matsuda, et al., 1999). 30
minutos después de administrar los compuestos de prueba se administré ¢l etanol y se
continuo con el procedimiento para calcular el indice de ulcera (Diagrama 4).

Un grupo control fue tratado con los vehiculos y ctanol. A un segundo grupo control se
trato con L-NAME mas etanol.

1 oy

10.6. Lesiones gastricas i

por 1 en ratas pretratadas con NEM

Para investigar la participacién de los compuestos enddgenos con grupos sulfhidrilo en
la gastroproteccion de los compuestos de prueba se administré el NEM (10 mg/kg
disuelto en solucién salina al 0.9 %, s. c.). 30 minutos antes de administrar los

compuestos de prueba (p.o0.) y 30 minutos después de haber administrado dichos
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L

Ratas Wistar (180-220 g) l

Ayuno de 24 horas

I L

vehiculo
(s.5.0.9% + 5%

(10 mg/kg,s. c.)

Indometacina I

NaHCO; s.c.)

75 minutes

I 75 minutos

ﬂ Vehiculo 1

Estigmasterol (300 mg/kg, p.o.) o
carbenoxolona (30 mg/kg, p. 0.)

r

J

(Tween 80 al 0.5% p. 0.)
30 minutos

u Administrar 1 mL de etanol absoluto ]

I

Sacrificar a los animales por sobredosis de éter etilico I

—1

Realizar 1a diseccién del estémago y fijar con 10 mL
de formol al 2% por S minutos

1

Area de las ) yd

Abrir el estomago por la curvatura mayor medir ¢l
el indice de lilcera

Diagrama 2. Evaluacion del efecto de la indometacina sobre la actividad

gastroprotectora de estigmasterol o carbenoxolona.
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lr Ratas Wistar (180-220 g) I

vehlculo Celecoxib Celecoxlb
(s.5.0.9% + 5% (15 mg/kg, p. 0.) (15 mg/kg, p. 0.)
NaHCO; s. ¢.)

75 minutos

Ayuno de 24 horas

I 75 minutos
Vehiculo Estigmasterol (300 mg/kg, p.o.) o
(Tween 80 al 0.5% p. o.) carbenoxolona (30 mg/kg, p.o.)

| I J

30 minutos L

Administrar 1 mL de etanol absoluto I

T 2o mimer

" Sacrificar a Jos animales por sobredosis de éter etilico I

Realizar Ia diseccién del estémago y fijar con 10 mL
de formol at 2% por S minutos

i

Abrir el estémago por Ia curvatura mayor medir el
drea de las lesiones y determinar ¢! indice de ulcera

Diagrama 3. Evaluacién del efecto de celecoxib sobre la actividad gastroprotectora de
estigmasterol o carbenoxolona.
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compuestos s¢ administré el etanol (Matsuda. er al.. 1999) y se continué con el
procedimicnto para calcular el indice de tlcera (Diagrama 5).

A un grupo control se trato con los vehiculos y etanol. Un segundo grupo control fue

tratado con NEM mias etanol.

Anilisis estadistico. Las pruebas estadisticas que se utilizaron fue la prueba de

ANADEVA seguido de la prueba de Duncan (Montgomery, 1991).
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H  Ratas wistar (180-220 g) ]

l Ayuno de 24 horas
Vehlculo L-NAME L-NAME
(s.8. 0.9% i. p.) (70 mg/kg, i. p.) (70 mg/kg, i. p.)

30 minutos

30 minutos
Vehiculo Estigmasterol (300 mg/kg, p.o.) o
(Twcen 80 al 0.5% p. 0.) carbenoxolona (30 mg/kg, p. 0.)
1 ]

l 30 minutos
Administrar 1 mL de ctanol absolute I
3

I 120 minutos

I Sacrificar a los animales por sobredosis de éter etilico

de formol al 2% por S minutos

3

Abrir el estémago por la curvatura mayor medir el
area de las lesiones y determinar ¢l indice de dlcera

y
H Realizar 1a diseccién del estémago y fijar con 10 mL |

Diagrama 4. Evaluacion del efecto de L-NAME sobre la actividad gastroprotectora de

estigmasterol o carbenoxolona.
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|I Ratas Wistar (180-220 g) I
Ayuno de 24 horas
Vehiculo Etilmaleimida N-Elllmalelmula
(s.s. 0.9% s .c.) (|0 mg/kg, s. ¢.) (10 mg/kg, s. c.)
30 minutos
L 30 minutos
Vehiculo ‘ Estigmasterol (300 mg/kg, p .o.
(Tween 80 al 0.5% p. 0.) ' carbenoxolona (30 mg/kg, p- o.)
L : J

| 30 minutos

l Administrar 1 mL de etanol absolute I

Jﬁuo minutos

H Sacrificar a los animales por sobredosis de éter etilico I

Realizar la diseccién del estémago y fijar con 10 mL
de formol al 2% por 5 minutos

]

l Abrir el estémago por la curvatura mayor medir el I

Arca de Ias | y determi el indice de Gicera

Diagrama 5. Evaluacion del efecto de N-etilmaleimida sobre la actividad
gastroprotectora de estigmasterol o carbenoxolona.
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XI. RESULTADOS

En las graficas 1y 2 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad
gastroprotectora de estigmasterol y carbenoxolona, respectivamente. Como se puede
observar en la grifica 1, se presenta un efecto dependiente de la dosis. En dicha grafica
también se puede observar que el efecto maximo se alcanzé con la dosis de 300 mg/kg.
Por otro lado, en la grafica 2, no se observa un efecto dependiente de la dosis y el efecto
maximo se alcanza con la dosis de 100 mg/kg. La grifica 3 corresponde a la grafica del
calculo de la potencia relativa entre el estigmasterol y la carbenoxolona por el método de
dos puntos (Tallarida, 1981). En dicha grafica se puede observar que la carbenoxolona
fue 2 veces mas potente que el estigmasterol.

Una vez que se observd actividad gastroprotectora del estigmasterol, se procedié a
determinar si las prostaglandinas, el 6xido nitrico y los grupos sulthidrilo estan
involucrados en su accién gastroprotectora.

Los resultados del involucramiento de las prostaglandinas, tanto para el estigmasterol
como para la carbenoxolona, se muestran en las griaficas 4 y 5 respectivamente, en
dichas graficas se observa que la administracién previa de indometacina, inhibe en su
totalidad el efecto gastroprotector del estigmasterol (Grifica 4), y para la carbenoxolona
la inhibicién del efecto es parcial, (Grafica 5).

En la determinacién de la participacién de la COX-2 en el efecto gastroprotector de

estigmasterol y carbenoxolona, al adi rar previ ib, se observa que no
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oo
%0
s0
£
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<
S0
40
30
1.477 2
Log Dosis

Grifica 3. Calculo de la potencia relativa del estigmasterol y la carbenoxolona,
utilizando el método de dos puntos a las dosis de 30 y 100 mg/kg. Cada punto representa
la media de al menos 10 repeticiones. (Tallarida, 1981).

Potencia relati Ew(2) - Es(2) + Ew(1) - Es(1)

02
Es@) - Es(h) + Eu@) - Ea)_  °% D1

88.37-61.2 +49.16 -37.49
Potencia relativa =
61.2-37.49 +88.37 -49.16

x log 100/30 = 2.10
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Grifica 5. Efecto gastroprotector de la carbenoxolona en presencia o en ausencia de
indometacina sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol. Cada barra representa la
media £+ EEM de al menos diez determinaciones. * p< 0.05 indica diferencia significa

respecto al grupo indicado por la linea.
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existe una inhibicién del efecto gastroprotector para ambos compuestos, los resuhtados

de dichas evaluaciones se muestran en las graficas 6 y 7 respectivamente.

Es importante sefialar que los lotes tratados con celecoxib presentaron gastroproteccion,
hecho que fue constante en este trabajo ¥ en otros experimentos en nuestro laboratorio.
Con respecto a la evaluacion de la posible participacion del 6xido nitrico, en la accion
gastroprotectora de estigmasterol y carbenoxolona, al administrar

previamente L-

NAME, se observa una inhibicién parcial en el efecto del estipmasterol, como se

muestra en la grafica 8, en dicha grafica 1ambién se puede observar que la
administracion de L-NAME incrementa las lesiones gastricas inducidas con etanol, por

el contrario, para la carbenoxolona, el efecto gastroprotector no se modifica, como se

muestra en la grafica 9.

En los resultados de la evaluacién de estigmasterol y carbenoxolona, al administrar

previamente N-Etilmaleimida, se observée una inhibicion parcial del efecto
gastroprotector para ambos compuestos, como se aprecia en las graficas 10 y 11
respectivamente, en dichas graficas también se observa que la administraciéon previa de

N-Etilmaleimida incrementa las lesiones gastricas inducidas por etanol.
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Cada barra representa la media + EEM de al menos diez determinaciones. * p< 0.05
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XI11. DISCUSION DE RESULTADOS

El estipmasterol cuenta en su estructura con un grupo hidroxilo libre en el C-3, y s¢
diferencia del f-sitosterol. dnicamente por una instauracion en el carbono 22 de la
cadena lateral, 1o cual sugiere que el grupo hidroxilo en el carbono 3, es importante para
confervir actividad gastroprotectora a los csteroles, lo cual confirma lo planeado por
Arrieta, (2001) y Navarrete er al., (2002) referente a que la presencia de un grupo
hidroxilo libre o derivado en la posicion tres del esqueleto de esteroles o triterpenos,
parece ser una caracteristica estructural necesaria para que tales compuestos presenten
dicha actividad farmacolégica, puesto que productos naturales que han sido identificados
como antiulcerosos tales como el acido glicirrizico, el acido oleanélico, el Aacido
ursdlico, la carbenoxolona, ¢l acetato de lupeol, el sericosidos y varias saponinas
triterpenoides presentan en su estructura un grupo hidroxilo libre o derivado en el
carbono C-3 (Lewis y Hanson, 1991).

El estigmasterol fue 2.1 veces menos potente como gastroprotector que la carbenoxolona
utilizado como farmaco de referencia (Grafica 3). Sin embargé esta diferencia en
potencia es menor a una unidad logaritmica por lo que se puede decir que 1a potencia de
ambos es cercana.

Por otro lado se ha demostrado que en el mecanismo de accion de varios productos
naturales antiulcerosos estan involucrados diversos factores gastroprotectores, como son,

las prostaglandinas, el oxido nitrico, las neuronas ibles a capsaici y los grupos

sulfhidrilo (Matsuda er al., 1999). Por lo que en el presente estudio, una vez que se
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observo actividad gastroprotectora del estigmasterol, el siguiente paso fue investigar la

posible participacién de tres de los cuatro factores gastroprotectores en el mecanismo de

accion del estigmasterol.

12.1 Determi ion de la participacién de las prostaglandinas en el efecto

gastroprotector de estigmasterol

Las prostaglandinas producidas en el estémago desempefian un papel muy importante en
el mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica. Prostaglandinas como las Ej e
1>, protegen a la mucosa gastrica después de que ha sido dafiada, a través de un
incremento en el flujo sanguineo normal, por mantenimiento de la hidrofobicidad de la
superficie del epitelio; estimulando la secrecién de moco epitelial y bicarbonato, ademas
de promover 1a rapida proliferacién y diferenciacion celular (Giercksky, er al., 2000).

Se ha postulado la participacion de las prostaglandinas en el mecanismo de accion de
productos naturales tales como acido oleanodlico y catequina (Lewis y Hanson, 1991)
mientras que para otros productos, se tienen datos experimentales que indican
claramente su participacion como en el caso de quercetina, naringina y similarina
(Borrelli e 1zzo, 2000).

Con respecto a la carbenoxolona, se ha propuesto que su efecto gastroprotector se debe

en parte a que promueve la sintesis de prostaglandi y dismi

ye su metabolismo
(Wan y Gottfried, 1985). Se sabe que €l efecto gastroprotector de la carbenoxolona es

inhibido parcial POT un pr i > de ind i do se admi

ala

dosis de 10 mg/kg por via subcutanca. En este trabajo se reprodujeron los ltado:
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publicados por Wan y Gottfried (1985) y Dembinska-Kiec, er al.. (1991), como se
observa en la grifica 5. El pretratamiento de los animales con 10 mg/kg de indometacina
provocaron la inhibicién total de la actividad gastroprotectora de estigmasterol, los
resultados de dicha evaluacién se muestran en la grafica 4, lo cual sugiere que en su
mecanismo de accién estan implicadas de manera importante las prostaglandinas.

12.2. Determi i6n de la participacion de la COX-2 en el efecto gastroprotector de

estigmasterol

Las prostaglandinas que son producidas en el estdmago desempeflan un papel
fundamental en el mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica, sin embargo no
esta de) todo definido cual de las dos isoformas de COX es la principal responsable de la

sintesis de prostaglandinas en el tracto gastrointestinal (Cryer y Dubois, 1998). Algunos

autores han propuesto que exclusivamente las prostaglandinas derivadas de la COX-1,

estan involucradas en los nr ismos de defe

de la mucosa gastrica, no obstante se

ha observado que los inhibidores de la COX-2 retardan la cicatrizacion de ulceras
producidas experimentalmente en animales y disminuyen la proliferacion de células
cpiteliales, tales observaciones indican que en contraste con el concepto inicial, las
prostaglandinas sintetizadas por COX-2, también participan en la reparaciéon de la
mucosa gastrica, por lo que sefialan que las PGs que intervienen en la proteccion de la

mucosa gastrica derivan tanto de la COX-1 como de la COX-2 (Peskar y Maricic, 1998,
1999 y Peskar er al, 2001).
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Con respecto a esto, en el efecto gastroprotector de estigmasterol (grifica 6) y
carbenoxolona (grafica 7) al ser pretratados con celecoxib, inhibidor selectivo de la
COX-2, no modificoé su efecto gastroprotector, lo que indica que no es imponante {a
inhibicién de la COX-2, en su mecanismo de accion gastroprotector, estos resultados

apoyan lo descrito por Giercksky, ef al., (2000) y Davies, ef al., (2000), quienes sugieren

que la COX-1 es la isoenzima que regula la citoproteccion gastrica.

12.3. Determinacién de Ia participaciéon del dxido nitrico en el efecto

gastroprotector de estigmasterol

El 6xido nitrico es una sustancia enddgena que incrementa la citoproteccién de la
mucosa gastrica, a través del incremento del flujo sanguineo y la inhibiciéon de la
liberacién de metabolitos oxigenados y proteasas a partir de leucocitos en la

microcirculacion gastrica. El 6xido nitrico también modula la secreciéon de algunos

factores de crecimiento celular, principalmente factores de crecimi > epidérmico.

asimismo regula la producciéon de prostaglandinas, interactia con prostanoides y
neuropéptidos sensoriales, regulando la integridad de la mucosa gastrica (Matsuda er
al..1999., Correa er al, 2000). La administracion previa de L-NAME, un inhibidor de la
sintasa de oOxido nitrico, inhibi6 de manera parcial la actividad gastroprotectora de
estipmasterol, aunque no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo tratado previamente con L-NAME y el grupo tratado exclusivamente con
estigmasterol, lo cual sugiere que en el mecanismo de accion del estigmasterol, esta

implicado de manera parcial el 6xido nitrico (grafica 8). Para la carbenoxolona, la
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administracién previa de L-NAME, no inhibio su accién gastroprotectora (grafica 9) lo
quec contradice lo descrito por Dembinska-Kiec, ef al., (1991), respecto a que en la

actividad pastroprotectora de la carbenoxolona esta parcialmente implicado ¢l 6xido

nitrico.

12.4. Determinacion de la participacion de los grupos sulfhidrilos en el efecto

gastroprotector de estigmasterol

Los grupos sulfhidrilos son requeridos para la sintesis de prostanoides y para la
activacién de los receptores de las prostaglandina, siendo responsables de la defensa de
la mucosa ya que influyen en la permeabilidad de la membrana, adhesién de las células
y liberacién de radicales libres (Szabo et al; 1981, Konturek et al, 1987, Shorrock y
Ress, 1988). La administracion previa del bloqueador de grupos sulfhidrilo N-
Etilmaleimida revirtié parcialmente el efecto gastroprotector del estigmasterol aunque
no hubo diferencia estadistica significativa lo que indica que los grupos sulfhidrilo estan
involucrados en parte en su efecto gastroprotector (grifica 10). Con respecto a la
carbenoxolona también estan involucrados de una manera [-mrcial debido a que cuando

se administré previ el N-Etilmalei

ida, el efecto gastroprotector se revirtio

parcialmente (grafica 11).

Estos resultados pueden dar elementos que apoyan que las personas que tienen como
base principal de su dieta a los vegetales, en los cuales se encuentran los fitosteroles
pudiesen explicar la menor incidencia de ulcera en estis personas sin embargo se

requieren estudios adicionales para verificar lo anterior.
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XIiIl. CONCLUSIONES

Las conclusiones que s¢ desprenden del presente trabajo son las siguientes:

1. Se demostré que el estigmasterol, presenta actividad gastroprotectora contra las
lesiones gastricas inducidas con etanol en ratas Wistar. siendo 2.1 veces menos potente

que la carbenoxolona utilizada como farmaco de referencia.

2. En el mecanismo de accion gastroprotector del estigmasterol estin implicadas de

manera importante las prostaglandinas, en tanto que el o6xido nitrico y los grupos
sulfhidrilos estan involucrados en menor medida, del mismo modo qQue para la
carbenoxolona en donde las prostaglandinas son las mas importantes en su mecanismo

de accidén, pero no los grupos sulfhidrilo, y el 6xido nitrico.

3. El pretratamiento con cel

oxib, no inhibe la accion gastroprotectora de ambos
compuestos, lo que indica que al parecer las prostaglandinas que se utilizan a través de
la COX-2 no estdin implicadas en €l mecanismo de acciéon gastroprotector de estos

compuestos.
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X1V. PERSPECTIVAS

1.- Cuantificar los nivelies de prostaglandinas, tromboxano y leucotrineos, para obtener

mas informacion de su mecanismo de accién.

2.- Determinar si las neuronas sensibles a capsaicina estan implicadas en su mecanismo

de accidon gastroprotector.

3.- Realizar derivados de tipo éster del estigmasterol, para verificar si se incrementa su

actividad gastroprotectora tal como se logré con la carbenoxolona.
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