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y 0xido nitrico

RESUMEN

En el presente trabajo se determind la actividad gastroprotectora del Astragalésido 1V (3-
O-p-D-xilopiranosil-6-O-B-D-glucopiranosilciclo astragenol), un glicosido triterpénico de
tipo cicloartano aislado de Astragalus zahlbruckneri, utilizandose el modelo de induccién
de lesiones gastricas por etanol en ratas Wistar. EI propdsito por el cual se desarrollé el
presente trabajo fue dar un sustento adicional a la propuesta de que un triterpeno o un
esterol con un hidroxilo libre o derivado en la posiciébn 3 presentan actividad
gastroprotectora. Como farmaco de referencia se utilizé a la carbenoxolona. Asimismo, se
evalud la participacion de las prostaglandinas, el 6xido nitrico y los grupos sulfhidrilos en
el mecanismo de accidn gastroprotector de este triterpeno.

El Astragalésido IV presentd un efecto gastroprotector dependiente de la dosis,
presentando una gastroproteccion del 15, 37 y 52 % a las dosis de 3, 10 y 30 mg/kg (p.o.)
respectivamente. La gastroproteccion observada a la dosis de 30 mg/kg para este
compuesto fue atenuada en ratas pretratadas con el éster metilico de la N®-nitro-L-arginina
(70 mg/kg, s.c.), un inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico, lo que sugiere que en el
mecanismo de accion gastroprotector de este glicosido se encuentra involucrado, al menos
en parte, el oxido nitrico. El efecto gastroprotector del Astragaldsido IV no fue afectado
por la administracion de indometacina (10 mg/kg, s.c.), un inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas, ni por el bloqueo de los grupos sulfhidrilos con N-etilmaleimida (10
mg/kg, s.c.). La carbenoxolona que fue usada como farmaco gastroprotector de referencia
mostré un efecto gastroprotector dependiente de la dosis (25, 43 y 88 % de
gastroproteccion a las dosis de 3, 10 y 30 mg/kg, respectivamente). Se observo la
participacion parcial de las prostaglandinas, los grupos sulfhidrilos y el éxido nitrico en el

mecanismo gastroprotector de la carbenoxolona.
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INTRODUCCION

Varios triterpenoides, incluyendo carbenoxolona, y esteroles han mostrado ejercer
actividad gastroprotectora (Lewis y Hanson, 1991; Borrelli e 1zzo, 2000; Oliveira et al.,
2004). Se ha propuesto en trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio que un
grupo hidroxilo libre o derivado en el carbono 3 de su estructura es una caracteristica
esencial para que los triterpenoides o los esteroles ejerzan actividad gastroprotectora
(Navarrete et al., 2002). Esta hipotesis esta basada en la observacion de que triterpenoides
y esteroles con esta caracteristica estructural muestran actividad gastroprotectora. Como
caracteristica adicional se ha encontrado que algunos de estos compuestos tienen actividad
anti-inflamatoria (Rajic et al., 2001).

Basandonos en lo anterior, para dar un mayor soporte a dicha hipotesis, este trabajo se
encamino a la evaluacion del efecto gastroprotector del Astragalésido 1V, un glucésido
triterpénico de tipo cicloartano (3-O-B-D-xilopiranosil-6-O-f-D-glucopiranosilciclo
astragenol), el cual es un constituyente caracteristico y activo de algunas especies de
Astragalus (Gu et al., 2004; Yesilada et al., 2005).

El Astragal6sido IV posee ambas caracteristicas: es una saponina con un grupo hidroxilo
derivado en la posicion C-3 y también posee actividad antiinflamatoria (Zhang et al.,
2003).

También se evalud la participacion de las prostaglandinas, el 6xido nitrico y los grupos

sulfhidrilos en el mecanismo de accion gastroprotector de este glicésido.
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I1. FUNDAMENTO TEORICO

2. FISIOLOGIA DEL ESTOMAGO

El estbmago es una parte expandida del tubo digestivo que se localiza en la parte alta del
abdomen, tiene el mismo plan estructural en toda su extension consistiendo en una
mucosa, submucosa, muscular propia y serosa. Su anatomia (Figura 1) esta constituida

de varias porciones, como son: cardias, fondo, cuerpo, antro y piloro (Rodriguez, 2000).

Cuerpo—ae -
D CF Factro intrinseco

EC /

. CR/‘ Pepsindgeno
E "~

GD_—;’;/

——

Figura 1. Anatomia del estdbmago. CE. Células epiteliales superficiales, EC: células
tipo enterocromafin; CP: células parietales; CR: células principales; D:
células D; G: células G; HCI: &cido clorhidrico.

En las regiones pildrica y cardial existen glandulas las cuales contienen células epiteliales
superficiales; en el cuerpo y fondo del estomago las glandulas contienen células
parietales, células principales, células mucosas del cuello, células enterocromafines
(Bernardi et al., 2003) y células D, y en el antro las glandulas poseen células G y D

(Ganong, 1996).
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Las células epiteliales superficiales (Distribuidas en todo el estbmago) son las encargadas
de la secrecion gastrica alcalina y de moco visible, las células parietales secretan acido
clorhidrico y factor intrinseco, las células principales secretan proteinas, enzimas
proteoliticas, pepsindgeno y lipasa gastrica, las células G producen gastrina, las células D
producen somatostatina, las células mucosas del cuello glandular producen moco soluble

y las células enterocromafines segregan serotonina e histamina (Bernardi et al., 2003).

3. ULCERA GASTRICA

Se denomina Uulcera gastrica al segmento escoriado (discontinuo) de la mucosa
gastrointestinal que penetra a través de la capa muscular (muscularis mucosae) de la
mucosa (Guth, 1973; Wyngaarde, 1985), dicho proceso ocurre cuando hay una alteracion
en el balance normal, inducido por factores agresivos o por una disminucién en la
resistencia de la mucosa (Borrelli e 1zzo, 2000). Las principales formas de Ulcera, de
acuerdo a su localizacion, son la Glcera duodenal y la Ulcera géstrica, pero también se
pueden encontrar Ulceras pépticas en el extremo inferior del es6fago, donde con
frecuencia se produce reflujo del jugo gastrico (Sodeman y Sodeman, 1984; IMSS,
2004). En pacientes con Ulcera duodenal se observa un marcado incremento de las células
parietales, de la capacidad secretora y del ritmo del vaciamiento gastrico, dichos procesos
conllevan a un aumento en la carga acida. Después de la segunda media hora de la
ingestién de alimentos se observa un aumento de la capacidad secretora y del ritmo del
vaciamiento gastrico, cuando gran parte de la proteina amortiguadora ha sido degradada o

vaciada por el estbmago (Sodeman y Sodeman, 1984; Smith y Thier, 1989).
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Las Ulceras, dependiendo de la hipersecrecién de 4acido producida, se clasifican
principalmente en dos grupos: ulceras tipo | y ulceras tipo Il. En las ulceras tipo I, que se
producen en el estbmago, hay poca o ninguna hipersecrecion de acido. Las ulceras tipo Il
abarcan tanto Ulceras gastricas, antrales, prepiloricas y duodenales; se caracterizan por
hipersecrecion, secrecion sostenida de acido y acidificacion por excesiva descarga de

gastrina. (Brunton, 1996).

4. ETIOLOGIA

El 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 sin moco en la mucosa
gastrica, susceptible a la posterior digestion (Sodeman y Sodeman, 1984). La causa
ordinaria de la ulceracién péptica es el desequilibrio entre la secrecion de jugo gastrico y
el grado de proteccion producido por la barrera mucosa gastroduodenal y la
neutralizacién del acido gastrico por los jugos duodenales. En ocasiones la Ulcera rompe
vasos sanguineos causando hemorragia, o atraviesa completamente la pared intestinal,
penetrando en drganos 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 esta se protege del jugo gastrico (Sodeman y
Sodeman, 1984). Las ulceras duodenales son causadas cuando la secrecion excesiva de
acido y pepsina generada por las células gastricas no son amortiguadas por el
revestimiento de la mucosa gastrica, existen cuatro posibles causas: a) calidad en la
secrecion de moco anormal, el cual tiene un poder protector reducido, b) disminucién de

la secrecion de moco, ¢) incapacidad de los mecanismos de retroalimentacion duodeno-
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gastricos normales para limitar la magnitud del vaciamiento gastrico hacia el duodeno y
d) incapacidad de los mecanismos de retroalimentacion de secretina pancreatica y
secretina-conductos biliares para producir secrecion de jugo pancreatico y bilis lo
suficientemente alcalinos como para neutralizar el jugo gastrico a su entrada en el

duodeno (Lam, 1984; Spiro, 1987).

5. PATOLOGIA

La fisiopatologia de la enfermedad por secrecién &acida puede considerarse como un
desequilibrio entre los factores agresivos como son: la secrecion de acido, pepsina,
factores externos como el uso de AINE’s, infeccion por Helicobacter pylori y las
defensas locales de la mucosa, constituidas por la secrecion de moco y bicarbonato, las
prostaglandinas, el éxido nitrico, las neuronas sensibles a capsaicina y los grupos
sulfhidrilos (Borrelli e 1zzo, 2000; Brunton, 1996; Tsukimi y Okabe, 2001).

Tanto la Ulcera géstrica como la duodenal son mas frecuentes en fumadores, la Ulcera
gastrica parece predominar entre los consumidores habituales de aspirina. Cuando un
paciente padece Ulcera gastrica y es fumador la tasa de mortalidad se incrementa tanto en
hombres como en mujeres, este hecho se atribuye a los efectos del tabaquismo sobre el
tracto gastrointestinal: aumento de la secrecion del &cido, incremento del reflujo
duodenogastrico (reflujo de la bilis del duodeno al estomago) y retardo de la curacién de
las ulceras (Samet, 2002). Los corticosteroides, el alcohol, el café, la indometacina, la
fenilbutazona y la reserpina predisponen a padecer o agravar la Glcera péptica por su
capacidad de modificar las caracteristicas del moco gastrico debido a que inhiben la

produccion de prostaglandinas, por interferir con la reproduccion de la célula epitelial o
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por aumentar la secrecion del acido (Lanza, 1984; Shorrock et al., 1990; Valadez, 1989).
Asi mismo la Ulcera péptica es mas frecuente en pacientes con artritis reumatoide (Lanza,
1984). La infeccion por Helicobacter pylori esta estrechamente relacionada con la
gastritis cronica y la Ulcera gastroduodenal. H. pylori es una bacteria en forma de espiral
gram negativa que causa importantes desajustes en la mucosa gastrica .La infeccién por
H. pylori provoca més del 90% de las Ulceras duodenales y méas del 80 % de las ulceras
gastricas (Marshall y Warren, 2005) a través de un incremento en la secrecion de acido
gastrico, induccién metaplasia géastrica en el duodeno, alteracion las funciones de la
barrera de moco e induccion de la formacion de metabolitos inflamatorios de la mucosa
gastrica; ademas H. pylori esta asociada a la mayoria de los casos de gastritis superficial
cronica y a la dlcera péptica, asimismo al cancer gastrico, a la atrofia gastrica y a
linfomas de mucosa gastrica (Torres, 2003). Los genes de Helicobacter pylori y su
secrecion de toxinas le permiten adherirse al estbmago con mayor facilidad que otras
bacterias con lo que su agresividad y el riesgo de desarrollar ulceras es mayor. (IMSS,
2004; Blazer y Parsonnet, 1994).

Los pacientes que padecen el sindrome Zollinger-Ellison desarrollan gastrinomas los
cuales llevan a secrecion de grandes cantidades de acido, esto puede llevar a una severa
ulceracion gastroduodenal y otras consecuencias de la hipersecrecién no controlada.

(Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

6. SINTOMATOLOGIA
El dolor es el sintoma mas notable de la Ulcera péptica, que se caracteriza por su

cronicidad y periodicidad en relacion con la ingestion de alimentos, debido a que estos
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estimulan la secrecion de &cido el cual interactta con la zona lesionada. El dolor suele ser
agudo o sordo y se describe como una sensacion de ardor, vacio, pesadez en la parte alta
del estbmago o como hambre (Smith y Thier, 1989). Ademas se presentan nauseas,
vomitos, anorexia y pérdida de peso, éstos se pueden producir por hipersensibilidad de la
zona lesionada, ademas si existe hipersecrecion de jugo gastrico puede presentarse
vomito del mismo (Valadez, 1989; Jerzey, 1970). La Ulcera péptica se acompafia, algunas
veces, de complicaciones como son: sangrado (la més frecuente), fendbmenos obstructivos

y penetracion hacia érganos vecinos o hacia el peritoneo (Soll, 1994).

7. LA ULCERA PEPTICA EN MEXICO

Uno de los indicadores mas solidos y descriptivos de las condiciones de salud de una
poblacion lo constituyen los datos referentes a la mortalidad. Las causas de muerte en una
poblacion cambian con el tiempo, son diferentes dependiendo del lugar, se modifican al
interior de cada grupo dependiendo de la edad y difieren en magnitud entre géneros.
Conocer de que muere hoy en dia la poblacion nos obliga a tomar las medidas necesarias
para evitar las muertes previsibles y prematuras, posponer la ocurrencia y mejorar la
calidad de vida de la poblacion que sufre del padecimiento (Fernandez, 2003). En el
Cuadro 1 se presenta la comparacion entre las tasas brutas de mortalidad y las tasas
estandarizadas de mortalidad Nacional y del Distrito Federal en el periodo comprendido
del 2000 al 2001 (Secretaria de Salud del Gobierno del Distrito federal, 2003). En dicho
cuadro se observa que la Ulcera gastrica y duodenal ocupa el lugar 18 a nivel nacional
como causa de muerte. Por otro lado la venta de farmacos anti-ulcerosos a nivel mundial

ocupo el segundo lugar con una venta de 26.3 mil millones de délares de junio del 2004 a
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junio del 2005 (Class, 2005), lo anterior pone de manifiesto la importancia que tiene la
Glcera en la poblacion tanto nacional como mundial y plantea la necesidad de desarrollar
nuevos farmacos anti-ulcerosos.

Cuadro 1. Principales causas de mortalidad general en México y Distrito Federal, 2000-

2001
Numero Causa Nacional Distrito Federal
de orden Tasa* Tasa* Estandar**
2000 2001 | 2000 2001 2000 2001

1 Enfermedades del corazon 69.0 69.2 | 994 100.9 79.7 77.6
*Enfermedades isquémicas del corazon 44.3 449 | 67.2 70.6 | 53.7 54.0

2 Diabetes Mellitus 46.8 49.1 | 732 76.4 | 59.2 59.6

3 Tumores malignos 55.2 55.2 | 704 71.8 | 58.1 57.4

4 Enfermedades cerebrovasculares 255 25.3 | 326 315 | 26.2 24.3

5 Enfermedades del higado 275 274 | 30.3 305 | 25.2 245
*Enfermedad alcohdlica del higado 13.6 134 | 134 12.8 | 13.3 10.4

6 Accidentes 355 348 | 243 25.7 | 22.3 23.3

7 Ciertas afecciones originadas en el periodo 19.5 179 | 181 17.1 | 23.0 21.8
perinatal

8 Influenza y neumonia 12.4 112 | 146 151 | 129 12.7

9 Enfermedades pulmonares obstructivas 11.0 109 | 133 13.2 | 106 10.0
cronicas

10 Agresiones (homicidio) 10.8 10.1 | 9.0 9.7 |83 9.1

11 Malformaciones congénitas, deformidades 9.6 9.0 | 10.6 9.6 | 131 11.8
y anomalias cromosomicas

12 Insuficiencia renal 8.6 9.1 |95 93 | 7.8 7.4

13 Enfermedades por virus de la 4.2 42 |71 69 | 6.2 6.0
inmunodeficiencia humana (SIDA)

14 Bronquitis cronica y la no especificada, 7.1 68 |70 66 5.7 51
enfisema y asma

15 Desnutricion y otras deficiencias nutricionales | 9.0 85 | 6.0 56 |50 4.6

16 Septicemia 3.2 33 |39 43 | 34 3.8

17 Lesiones autoinfligidas intencionalmente 35 3.7 |37 43 | 35 4.0
(suicidio)

18 Ulcera gastrica y duodenal 2.8 26 | 36 33 |29 2.6

19 Enfermedades infecciosas intestinales 5.2 48 | 3.8 30 |37 2.8

20 Infecciones respiratorias agudas 1.7 22 | 34 30 |33 2.8

* Tasa por 100 mil habitantes.
** Para estandarizar las tasas por grupo de edad se tomé como poblacion estandar la del pais.
Fuentes: Poblaciones CONAPO, Estimaciones de la poblacién en México 1996-2030; Defunciones INEGI/SSA.
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8. MODELOS EXPERIMENTALES PARA INDUCIR LESIONES GASTRICAS
EN ANIMALES

Los modelos experimentales de Ulcera son utilizados para reproducir, tan cerca como sea
posible, a como se presenta este padecimiento en los seres humanos (Galvin y Szabo,
1992). Los modelos de Ulcera son métodos necesarios para evaluar la efectividad de los
tratamientos antiulcerosos (Silen, 1988). A continuacion se describen brevemente

algunos de los modelos mas comunes:

8.1. Lesiones gastricas inducidas por etanol

Las lesiones son producidas por la administracion intragastrica de etanol en cantidades
gue van de 0.5 — 2.0 mL en concentraciones del 50-100%. El etanol produce un marcado
incremento en la permeabilidad muscular, por lo que el dafio vascular se presenta de 1-3
minutos después de la administracion, antes de la aparicion de lesiones hemorrégicas, las
cuales aparecen de 1-2 horas después de la administracion del etanol (Szabo et al., 1985;
Galvin y Szabo, 1992). El etanol a altas concentraciones promueve la solubilizacion de
la capa de la mucosa gastrica, el agotamiento de la mucina intracelular con una difusion
luminal de mucosustancias y la liberacion de bicarbonato y de electrolitos a través del
lumen. El etanol concentrado también causa una rapida destruccion de las células
epiteliales de la mucosa con la formacion de &reas necroticas, haciendo posible la
penetracién del etanol y macromoléculas a través del tejido subyacente lo que ocasiona
que el dafio gastrico pueda aumentar en su profundidad. Existe una relacién entre el dafio
gastrico inducido por etanol con la reduccion en los niveles de moco y de grupos

sulfhidrilo (Szabo y Goldberg, 1990).
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8.2. Lesiones géastricas inducidas por estrés

Se sabe que el estrés (ejercicio muscular forzado, lesion medular, inmovilizacion, etc.)
provoca hipersecrecion de &cido gastrico, incremento de la motilidad asi como
disminucion en el riego sanguineo de la mucosa gastrica, factores que contribuyen a la
patogénesis de las lesiones gastricas. Las lesiones se desarrollan en la porcion glandular

del estomago (Nishiwaki et al., 1989).

8.3. Lesiones gastricas inducidas por ligadura de piloro

Este método consiste en ligar el piloro permitiendo con ello la acumulacion del contenido
gastrico por un espacio de 4 a 18 h. lo que ocasiona que dicho contenido pueda provocar
lesiones gastricas en la mucosa debido a la accion del &cido y pepsina (Shay et al., 1945).
Ademaés la ligadura interfiere con la circulacion sanguinea normal (Brzozowski, 2003).
Este método permite evaluar agentes como antiacidos, antipepsina y antisecretores (Shay

et al., 1945).

8.4. Lesiones gastricas inducidas por AINE’s

Las lesiones inducidas por la administracion de AINE’s son debidas a que dichos
farmacos inhiben la sintesis de prostaglandinas (necesarias para la proteccion de la
mucosa gastrica) a traves del bloqueo a las enzimas COX, ademés disminuyen cerca de
un 70% la secrecion basal de bicarbonato y bloquean completamente el incremento de la
secrecion del mismo inducido por la produccion excesiva de acido clorhidrico. (Szabo y

Goldberg, 1990).

10
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8.5. Lesiones géastricas inducidas por agentes necrosantes

Para producir lesiones gastricas a través de agentes necrosantes se pueden utilizar
diversas sustancias entre los cuales podemos mencionar a: etanol 100%, acidos fuertes
(HCI 0.6 N), bases fuertes (NaOH 0.2 N), soluciones hiperténicas (NaCl 25%) y agua
caliente. Las lesiones aparecen 1-2 horas después de la administracion, usualmente se
encuentran de 15 a 20 lesiones por estomago localizadas en el cuerpo (Robert, 1979;

Robert et al., 1983).

8.6. Lesiones géastricas inducidas por dieta de glucosa

Los animales se alimentan exclusivamente con solucion de glucosa 10% (p/v, 50 mL) por
8 dias consecutivos, las lesiones se pueden apreciar al termino de este periodo como
pequefias lesiones (0.1 mm - 0.5 mm) ocasionadas por la secrecién de acido en el

estomago sin alimento (Navarrete et al., 2002).

9. TRATAMIENTOS

Los distintos farmacos utilizados en el tratamiento de la Ulcera tienen como objetivo
contrarrestar los factores agresivos o estimular los factores que defienden a la mucosa
gastrica tales como moco, bicarbonato, flujo sanguineo, éxido nitrico (Borrelli e 1zzo,
2000). Los farmacos utilizados para el tratamiento de la Ulcera gastrica se clasifican en:

antiacidos, antisecretores y citoprotectores (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

11
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9.1. Antiacidos

En esta familia farmacoldgica se incluye un grupo de compuestos inorganicos cuya
caracteristica comun, base de su accion terapéutica, es neutralizar al cido clorhidrico, sin
interferir directamente con los procesos de secrecidn. Los antiacidos se clasifican en dos

grupos: antiacidos absorbibles y no absorbibles (Flores y Espulgues, 1999).

9.1.1. Antiécidos absorbibles

Los antiacidos absorbibles utilizados con mayor frecuencia son el NaHCO3 y el CaCOs,
sin embargo, no se recomiendan debido a que dentro de sus efectos colaterales pueden
producir hipernantremia, pérdida de CO,, alcalinizacion de la orina y predispone a litiasis
renal fosfatica, ademas, la duracidn de su efecto es corta y se asocia a molestias difusas
por la existencia de gases en el tubo digestivo tales como distension abdominal y eructos

con reflujo de &cido. (Hoogerwerf y Pasricha, 2001; Flores y Espulgues, 1999).

9.1.2. Antiacidos no absorbibles

Los antidcidos no absorbibles son sales inorganicas que ademdas de neutralizar
parcialmente el acido clorhidrico contenido en el estdbmago, inhiben la protedlisis
originada por la pepsina. (Gallimore y Jordan, 2004). Este tipo de farmacos lo
constituyen principalmente sales de aluminio y magnesio, pero cuando se realiza una
combinacion de ambas sales da por resultado una capacidad de neutralizacion

relativamente rapida y prolongada (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

12
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9.2. Antisecretores
Dentro de este grupo de farmacos podemos citar a los antagonistas de los receptores para
histamina tipo H,, inhibidores de la bomba ATPasa H'/K®, antimuscarinicos y

antagonistas de la gastrina (Gallimore y Jordan, 2004).

9.2.1. Antagonistas de los receptores H;

Los farmacos antagonistas de los receptores H, son utilizados en el tratamiento de la
Ulcera gastrica y duodenal. Existen cuatro antagonistas de los receptores H, en el
mercado: la ranitidina, la cimetidina, la famotidina y la nizatidina. Los antagonistas de los
receptores H, inhiben de manera competitiva y reversible la produccién del &cido gastrico
debido a la union con los receptores H, sobre la membrana basolateral de las células
parietales. Los antagonistas de los receptores H, inhiben la secrecion basal y nocturna asi
mismo la secrecién de acido estimulada por la ingesta de alimentos. Este tipo de
farmacos reducen el volumen del jugo gastrico secretado, la concentracion de protones, y
también disminuyen la secrecion del factor intrinseco. (Hoogerwerf y Pasricha, 2001). La
incidencia de efectos adversos al consumir este tipo de farmacos es <3%. Los efectos
secundarios mas frecuentes incluyen diarrea, dolor de cabeza, somnolencia, fatiga, dolor
muscular, constipacion y pérdida de libido. Entre los factores adversos presentados
raramente se encuentran confusién, delirio y alucinacion, los cuales pueden ocurrir
principalmente por la administracion intravenosa. En algunos casos de ha observado
ginecomastia en hombres y galactorrea en mujeres, estos padecimientos pueden ocurrir
debido a la unién de la cimetidina con receptores androgénicos y por la inhibicion del

citocromo P450 que cataliza la hidroxilacién del estradiol (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

13



Evaluacion del efecto gastroprotector de Astragaldsido IV: Rol de prostaglandinas, grupos sulfhidrilos

y 0xido nitrico

9.2.2. Farmacos inhibidores de la bomba de protones

Los farmacos inhibidores de la bomba de protones son profarmacos principalmente
indicados en el tratamiento de Ulceras gastricas y duodenales, asi como para tratar el
reflujo esofagico y el sindrome Zollinger-Ellison. (Hoogerwerf y Pasricha, 2001). Este
tipo de farmacos son indudablemente los mas efectivos supresores de la secrecion de
acido. Entre los farmacos que ejercen su accion mediante este mecanismo encontramos:
al omeprazol, el lanzoprasol, el rabeprazol y el pantoprazol. (Hoogerwerf y Pasricha,
2001).

Estos agentes entran a la célula parietal mediante el flujo sanguineo, acumulandose en los
conductos secretores donde son activados debido a un proceso de protonacion que resulta
en un acido sulfénico y una sulfenamida. Esta forma reactiva reacciona con el grupo
sulfhidrilo de la cisteina del dominio extracelular de la H*/K* ATPasa. La union a la
cisteina es esencial para la inhibicion de la secrecion del acido (Hoogerwerf y Pasricha,
2001).

Entre los efectos adversos se incluyen: nausea, dolor abdominal, constipacion,
flatulencias, diarrea, miopatia, altrargias, dolores de cabeza y erupciones cutaneas. Pero
dichos efectos se presentan en raras ocasiones y cuando esto sucede son bien tolerados

(Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

9.2.3. Antimuscarinicos
Este tipo de compuestos como la pirenzepina bloquean los receptores muscarinicos del
tipo My inhibiendo la secrecidn gastrica estimulada por acetilcolina (Bays y Finch, 1990).

El uso de la pirenzepina estd limitado por sus efectos adversos entre los que se

14
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encuentran resequedad de boca, vision borrosa, estrefiimiento, midriasis la cual puede ser
peligrosa en enfermos con glaucoma, retencion urinaria y retardo del vaciamiento
gastrico. La reaccion adversa mas grave es el estado de confusion mental con pérdida de
memoria reciente, el peligro de su aparicion aumenta con la edad. (Flores y Espulgues,
1999). Entre otros antimuscarinicos se encuentran también la metantetalina, la

propantetalina, la danrazepina y la telenzepina (Bertaccini y Coruzzi, 1985).

9.2.4. Antagonistas de la gastrina

Diversas sustancias funcionan como antagonistas de la gastrina, debido a su gran
similitud estructural con la colecistocinina, incluyendo derivados del acido glutaramico
(proglumida), analogos del triptéfano (benzotript), anadlogos de las benzodiazepinas
(L365, 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 aplicacion clinica de
ningln antagonista de los receptores para la gastrina, solo representan una posibilidad

tedrica sin que se haya demostrado su utilidad préctica (Florez y Espulgues, 1999).

9.3. Citoprotectores

La citoproteccion es la propiedad que tienen ciertos compuestos, como las
prostaglandinas, para proteger varios O6rganos del aparato digestivo (tracto
gastrointestinal, higado y péancreas) del dafio causado por agentes nocivos (Szabo y

Goldberg, 1990).
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La citoproteccidn gastrica puede también definirse como la prevencion de la hemorragia
causada por el dafio a la mucosa gastrica, sin la inhibicion de la secrecion &cida. El
fendmeno citoprotector ha sido estudiado principalmente en el tracto gastrointestinal,
particularmente en el estbmago de rata, donde se han identificado dos tipos de
citoproteccion: citoproteccion directa y citoproteccion adaptativa (Konturek, 1990).
Originalmente se definié a la citoproteccion directa como la proteccion de la mucosa
gastrica (gastroproteccion) debida a la administracion de prostaglandinas exogenas
(Konturek, 1990; Tsukimi y Okabe, 2001), sin embargo existen otras sustancias que no
son prostaglandinas y que tienen este efecto, asi que actualmente se puede definir a la
gastroproteccion directa como la proteccion de la mucosa gastrica por la administracion
de sustancias exdgenas incluidas las prostaglandinas.

La citoproteccion adaptativa se ha denominado asi debido a que esta mediada por la
liberacion enddgena de las prostaglandinas de la mucosa gastrica (Konturek, 1990; Szabo
y Goldberg, 1990; Tsukimi y Okabe, 2001). Puede ser inducida por la aplicacion de
ciertos irritantes suaves tales como: etanol del 10-20 %, cloruro de sodio del 2-4 %, café,
chile o agua a 70 °C, los cuales previenen las lesiones macroscopicas de la mucosa
provocadas por agentes necrosantes como son: etanol al 100 %, acido clorhidrico 0.6M, e
hidroxido de sodio 0.2M (Robert, 1979; Robert et al., 1983).

La importancia de las prostaglandinas endégenas en la modulacion de los mecanismos de
defensa de la mucosa, se hace evidente por las diversas observaciones que apuntan a que
los analgésicos no esteroidales que son potentes inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas, son capaces de dafiar a la mucosa géastrica. La generacion local de

prostaglandinas en la mucosa gastrica es considerada como la responsable de la
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adaptacion de la mucosa al ataque de los agentes irritantes (Robert, 1979; Peskar y
Maricic, 1998).

Debido a que las prostaglandinas incrementan el flujo sanguineo en la mucosa gastrica, se
ha sugerido que el efecto citoprotector se debe a respuestas vasculares ante la presencia
de agentes nocivos para la mucosa gastrica, aunque éste no es el Unico mecanismo de
proteccion implicado. Al respecto se sabe que las prostaglandinas ademas son capaces de
estimular la secrecion de moco y bicarbonato y de esta forma incrementar el pH en el
epitelio gastro-duodenal. También las prostaglandinas reducen la secrecion de acido e
incrementan la capa de los fosfolipidos. Estudios microscépicos han revelado que el
mayor impacto citoprotector de las prostaglandinas es a nivel de la submucosa y no tanto
en la superficie de la mucosa (Konturek et al., 1987; Shorrock y Rees, 1988; Atay et al.,

2000).

9.3.1. Mecanismaos de citoproteccion

En general los mecanismos para proteger la mucosa gastrica de los factores agresivos
como el acido clorhidrico, la bilis, los farmacos anti-inflamatorios 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 son acciones
funcionales; la sintesis y secrecion de prostaglandinas asi como la liberacion de 6xido
nitrico (NO) son acciones humorales. Las neuronas sensibles a capsaicina desencadenan

acciones neuronales (Tsukimi y Okabe, 2001).
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9.3.1.1. Factores funcionales

La motilidad juega un papel importante en la prevencion de las lesiones provocadas por
estrés asi como por los farmacos anti-inflamatorios no esteroidales (Tsukimi y Okabe,
2001). Mersereau e Hinchey en 1982, fueron los primeros que reportaron la importancia
de la hipermotilidad del estomago en la génesis de las lesiones gastricas en respuesta a
los AINE’s. La alta amplitud de las contracciones y la restriccion temporal del flujo
sanguineo de la mucosa provocadas por los AINE’s reducen la resistencia de la mucosa
gastrica. La hipermotilidad inducida por los AINE’s esta relacionada con una deficiencia
de prostaglandinas causada por la inhibicién de la COX1, lo que sugiere que las
prostaglandinas provenientes de la COX1 participan de manera importante en la
reduccién de la motilidad gastrica lo que se traduce en una proteccion para la mucosa
gastrica (Tanaka et al., 2001).

El moco gastrico participa en la proteccion de la mucosa géastrica por la formacion de una
capa viscosa, que impide que el &cido difunda libremente hacia el tejido muscular
(Takahashi et al., 1999). La viscosidad de la capa de moco es la primera linea de
defensa en contra del contenido luminal, este participa en la disminucion del dafio
gastrico causado por el acido en el estbmago y duodeno. La secrecion de moco es
provocada por el acido luminal y las prostaglandinas entre otros (Akiba et al., 2002).
Asi mismo la secrecion de bicarbonato a través de la mucosa gastrointestinal forma parte
de la barrera moco-bicarbonato del estbmago, este neutraliza el 4cido que se encuentra en
la mucosa gastrica y duodenal y en consecuencia contribuye asi a la proteccion de la
mucosa gastrica (Allen et al., 1993; Tsukimi y Okabe, 2001). Una gran variedad de

sustancias, incluyendo las prostaglandinas, péptido intestinal vasoactivo y teofilina han
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demostrado estimular a la secrecion de bicarbonato tanto in vivo como in vitro
(Furukawa et al., 1999; Takahashi et al., 1999).

Finalmente el flujo sanguineo también forma parte de los factores funcionales que
protegen a la mucosa gastrica. Se ha demostrado que existe un incremento en el flujo
sanguineo de la mucosa gastrica después de un tratamiento con irritantes suaves, al igual
que con la administracién local de capsaicina. Cuando las neuronas sensibles a capsaicina
son destruidas o desensibilizadas, las lesiones gastricas empeoran, lo que sugiere que la
microcirculacién tiene un papel muy importante en la proteccion de la mucosa gastrica

(Holzer y Sametz, 1986; Holzer, 1998; Tsukimi y Okabe, 2001).

9.3.1.2. Factores humorales

La integridad de la mucosa gastrica necesita de una regeneracion continua de la
prostaglandina E;, y la prostaciclina (PGl,). La mayoria de los mecanismos de defensa de
la mucosa son estimulados o facilitados por las prostaglandinas endégenas o exogenas.
La inhibicion de la sintesis de prostaglandinas por los AINE"s da como resultado un
incremento en la susceptibilidad del dafio a la mucosa, especialmente en presencia de una
disminucion en la sintesis de 0xido nitrico. El dafio gastrico inducido por la supresion de
la sintesis de prostaglandinas puede ser prevenido por la administracion de donadores de
oxido nitrico (Atay et al., 2000).

Las prostaglandinas se encuentran ampliamente distribuidas en el sistema digestivo y
estan involucradas en cierto nimero de procesos fisioldgicos incluyendo la motilidad,

flujo sanguineo, secrecién de moco-bicarbonato y reduccién de la secrecion de acido.
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Esta demostrado que la prostaglandina E; modula la secrecién de acido en el estbmago a
través del bloqueo del incremento de AMPc, debido a que en la célula parietal la
prostaglandina E, interacta con le receptor EP3 el cual se encuentra acoplado con una
proteina Gi, con la consecuente inhibicion de la adenilatociclasa y por tanto se efectla
una disminucion de la concentracion de AMPc, el cual es requerido por la bomba
intercambiadora H'/K" (Atay et al., 2000).

La prostaglandina E, también regula la secrecion de moco-bicarbonato, debido a que en
la célula parietal interactua tanto con el receptor EP,como con el receptor EP; los cuales
se encuentran acoplados a proteinas Gs, que al ser estimuladas activan a la
adenilatociclasa y por consiguiente se produce AMPc el cual activa a una protein-cinasa
dependiente de AMPc, que es la encargada de fosforilar a otras proteinas que son las que
regulan la secrecién de moco Yy bicarbonato (Takahashi et al., 1999).

Estudios in vitro han demostrado que las prostaglandinas enddgenas promueven una
contraccion tonica en el musculo liso del estdmago proximal. Encontraste el efecto
dominante de las prostaglandinas en el estomago distal es la de provocar tanto una
disminucion en la amplitud de las contracciones como en la habilidad de los muasculos
para responder a estimulos excitatorios. Sin embargo los efectos de las prostaglandinas en
la motilidad son complejos (Atay et al., 2000).

Se ha descrito que los agentes liberadores de NO tales como nitroglicerina y nitroprusiato
de sodio inhiben los dafios hemorragicos de la mucosa gastrica inducidas por &cido
clorhidrico 50mM o etanol al 70 %. Por el contrario los inhibidores de la 6xido nitrico
sintasa (SON) tales como N®-nitro-L-arginina (L-NA) y el éster metilico de N®-nitro-L-

arginina (L-NAME) inhiben la accidn citoprotectora de los irritantes suaves, por lo que se
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considera que el NO tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la integridad
de la mucosa, ya sea provocando vaso relajacion o promoviendo la sintesis de
prostaglandinas (Tsukimi y Okabe, 2001).

El mecanismo molecular por el cual el éxido nitrico activa a la COX permanece aun
indefinido, las posibilidades son: 1) efecto antioxidante: el anion superoxido (O2) es
generado durante la activacién de la COX, se ha postulado que esta involucrado en una
auto-inactivacion de la enzima COX. EI NO interactta con el O, y limita las cantidades
necesarias del radical para generar la auto-inactivacion, 2) formacion de nitrosotioles: el
NO nitrosila residuos de cisteina en el dominio catalitico de la COX, la formacién de los
nitrosotioles, puede provocar un cambio en la estructura de la enzima lo que da como
resultado un incremento en la eficacia catalitica de la enzima y 3) generacion de
peroxinitritos: cuando la cantidad de NO y O, se incrementan, como sucede en una
respuesta inflamatoria, el NO y O, interactian y forman la molécula citotdxica
peroxinitrito que al descomponerse genera el OH el cual interactia con la COX vy
provoca un cambio conformacional en la enzima, dando como resultado final un
incremento en la actividad catalitica de la COX (Elliot y Wallace, 1998; Salvemini,

1997).

9.3.1.3. Factores neuronales

Las neuronas sensibles a capsaicina también contribuyen a la proteccion de la mucosa. Se
ha demostrado que la aplicacion local de capsaicina da como resultado una activacion

neuronal y liberacion de neuropéptidos, tales como sustancia P, calcitonina vy
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neuroquinina. Se ha demostrado 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, la cual es inhibida por
la abolicién de los nervios sensoriales, lo que sugiere que las neuronas sensoriales
regulan la afluencia sanguinea de la mucosa (Holzer y Sametz, 1986; Holzer, 1998;

Tsukimi y Okabe, 2001).

9.3.2. Farmacos citoprotectores

Las prostaglandinas fueron las primeras sustancias en clasificarse como sustancias
citoprotectoras, actualmente se incluyen dentro de éste grupo a ciertas sustancias que
tienen actividad semejante al de las prostaglandinas o que promueven su biosintesis.
Entre los compuestos citoprotectores se incluyen al sucralfato, las sales de bismuto y a la

carbenoxolona (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

9.3.2.1. Sucralfato

Dentro de los agentes citoprotectores tenemos al sucralfato el cual es una base de
aluminio gue en condiciones acidas puede formar una sustancia viscosa que se une a la
superficie de la mucosa, su mecanismo de accion es a través del mejoramiento de la
secrecion de moco y bicarbonato, induciendo la produccién de prostaglandinas
(Ligmusky et al., 1984) y promoviendo la reepitelizacion (Calum et al., 2000). El efecto
adverso que con mayor frecuencia se reporta es la constipacion. (Hoogerwerf y Pasricha,

2001).
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9.3.2.2. Sales de Bismuto

Los compuestos de bismuto pueden ser tan efectivos como la cimetidina en pacientes con
Ulcera gastrica, se unen a la base de la Ulcera promoviendo la produccion de
prostaglandinas y mucina, ademas de poseer un importante efecto bactericida
(Hoogerwerf y Pasricha, 2001). Estos compuestos no tienen capacidad neutralizante para
el &cido clorhidrico si no que inhiben a la pepsina, aumentan la secrecion de moco e
interactlian con proteinas en el crater necrotico de la ulcera y forman una barrera contra la
difusion del &cido. Los coloides de bismuto también producen desprendimiento de
Helicobacter pylori del epitelio gastrico, con la consiguiente eliminacion de la bacteria

(Brunton, 1996).

9.3.2.3. Carbenoxolona

La carbenoxolona es un triterpeno pentaciclico derivado de la hidrélisis del acido
glicirrizico, ha sido utilizado en Europa por muchos afios como un compuesto
antiulcerante con eficacia moderada. Su mecanismo de accion no es totalmente claro
pero se cree que puede alterar la composicion y cantidad de mucina (Hoogerwerf y
Pasricha, 2001), incrementar la vida media del epitelio gastrico, inhibir la actividad
péptica y la difusién del acido, estimular la secrecion de moco y bicarbonato,
incrementar la produccién de prostaglandinas e inhibir a las enzimas que las metabolizan
(Takeuchi et al., 1998). Desafortunadamente es un congénere de los esteroides asi que su
uso es limitado debido a su actividad mineralocorticoide con lo cual en muchos casos se
genera retencion se sodio y liquidos, hipertension, hipopotasemia y transtorno de la

tolerancia a la glucosa. (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).
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9.3.2.4. Analogos de las prostaglandinas

Debido a que la administracion de prostaglandinas puede proteger a la mucosa gastrica
contra diversas agresiones ulcerogeénicas, se han desarrollado analogos de metabolizacién
lenta (O’brien et al., 1986). Estos incluyen al misoprostol y rioprostil analogos de la
PGE,, y arbaprostil, emprostil y trimoprostil derivados de la PGE,. Estos farmacos estan
indicados para la prevencion de dafio a la mucosa causado por AINE’s (Hoogerwerf y
Pasricha, 2001; Flérez y Espulgues, 1999).

El efecto adverso mas cominmente reportado por la administracion de misoprostol es la
diarrea con o sin dolor abdominal y calambres. EI misoprostol esta contraindicado en
mujeres embarazadas ya que es un potente abortivo, pues incrementa las contracciones

uterinas. (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

9.4. Citoproteccion independiente de prostaglandinas

Esta proteccion incluye sustancias citoprotectoras que no estimulan la biosintesis de
prostaglandinas en la mucosa gastrica. Entre estos compuestos se encuentran los grupos
sulfhidrilos, el factor de crecimiento epidérmico, la somatostatina y el meciadanol (Szabo

y Goldberg, 1990).

9.4.1. Grupos sulfhidrilos

En 1981 Szabo et al. reporto que los compuestos que contienen grupos sulfhidrilo
protegen a la mucosa de las erosiones inducidas por etanol. De estas observaciones se
deduce que los grupos sulfhidrilos son citoprotectores de la mucosa gastrica y que puede

mediar la citoproteccién inducida por las prostaglandinas. Los grupos sulfhidrilos son
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requeridos para la sintesis de prostanoides y para la activacion de los receptores de las
prostaglandinas, ellos mismos son directamente responsables de la defensa de la mucosa
ya que influyen en la permeabilidad de la membrana y atrapamiento de radicales libres

(Szabo et al., 1981; Konturek et al., 1987; Shorrock y Rees, 1988; Maity et al., 1998).

9.4.2. Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento es un polipéptido producido por las glandulas salivales y de
Brunner, este estimula la sintesis del ARN y ADN en la mucosa, los cuales favorecen el
crecimiento y la diferenciacion celular de tal forma que se acelera la reparacion de la
mucosa gastrica. El factor de crecimiento es un poderoso inhibidor de la secrecién acido
gastrica, ademas a dosis no antisecretoras protege al estbmago de las erosiones agudas
producidas por aspirina, se ha demostrado que es tan efectivo como la cimetidina en la
curacioén de las Ulceras duodenales cronicas en ratas, también previene la formacién de
las Ulceras producidas por estrés en ratas, dicho efecto puede 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 Rees, 1988;

Allen et al., 1993).

9.4.3. 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 inhibicion de la formacion de histamina en la mucosa (Konturek,

1990).
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9.4.4. Sulglicétido

El sulglicétido es un glicopéptido en forma de sal de sodio. Este se comporta como
agente que cubre la mucosa, su accion citoprotectora parece estar relacionada con el
aumento de la expresion de la sintasa del éxido nitrico constitutivo, con la intervencion
en el mecanismo de apoptosis de las células epiteliales y con la estabilizacién de la

estructura lisosomal en las células de la mucosa (Brunton, 1996; Bronislaw et al., 1999).

9.4.5. Alginato

El alginato es un compuesto capaz de poner una barrera mecanica al reflujo esofagico del
contenido gastrico acido o no &cido. La actividad terapéutica del acido alginico y de
alginatos, deriva en una transformacion local de la suspension de este polimero por el
jugo gastrico el cual protege mecanicamente a la mucosa gastrica de lesiones inducidas
por el acido clorhidrico, reduce la acidez del jugo gastrico y evita el reflujo esofagico (De

Vicentis et al., 1991).

10. PRINCIPIOS ACTIVOS AISLADOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD
ANTIULCEROSA
Existen diversos metabolitos aislados de plantas que han mostrado actividad

gastroprotectora a continuacion se describen algunos de ellos (Borrelli e 1zzo, 2000).

10.1. Flavonoides
Los flavonoides son un grupo de cerca de 4000 compuestos naturales con un amplio

rango de efectos terapéuticos, incluyendo actividad gastroprotectora. Entre los
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mecanismos propuestos para explicar los efectos gastroprotectores de los flavoniodes se
encuentran: aumento del contenido de prostaglandinas en la mucosa, disminucién de la
secrecion de histamina por inhibicién de la histidina descarboxilasa e inhibicion del
crecimiento de Helicobacter pylori, ademas de atribuirseles el efecto de depuracion de
radicales libres, los cuales juegan un papel importante dentro de la erosion y la ulceracion
en el tracto gastrointestinal. Debido a su baja toxicidad y a sus amplias propiedades
reportadas se pronostica a los flavonoides como compuestos con elevado potencial
terapéutico para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales asociadas con
infeccion por Helicobacter pylori, gastritis, y ulcera duodenal. (Borrelli e 1zzo, 2000).
Los flavonoides con actividad gastroprotectora que mas ampliamente se han estudiado
son: la naringina, la quercetina, la silimarina, las antocianocidas y algunos derivados de la
soforadina. La (-) epicatequina se aislo e identific6 como metabolito responsable de la
actividad gastroprotectora en la corteza de la raiz de Hippocrate excelsa, sin embargo, a
diferencia de otros flavonoides este metabolito no inhibe la secrecidn acida (Navarrete et
al., 2002).

Muchos extractos que contienen flavonoides han demostrado poseer actividad
gastroprotectora, sin embargo no se han caracterizado tales flavonoides (Borrelli e 1zzo,

2000).

10.2. Saponinas
Las saponinas son generosamente distribuidas en plantas, particularmente en forma de
glicosidos. De acuerdo con su estructura de aglicona o sapogenina, se reconocen dos

tipos de saponinas; esteroidales o tipo triterpenoide (Borrelli e 1zzo, 2000).
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Diversas plantas contienen cantidades altas de saponinas, las cuales han demostrado
actividad gastroprotectora, algunas de ellas son: Calendula officinalis, Calliandra
portoticencis, Glycyrrhiza glabra entre otras. La actividad gastroprotectora de estas
plantas probablemente se debe mas a la activacion de factores protectores de la

membrana, que a la supresion de la secrecion de acido (Borrelli e 1zzo, 2000).

10.3. Taninos

Los taninos son primordialmente utilizados en la terapéutica por sus propiedades
astringentes, son capaces de alterar la capa exterior de la mucosa logrando disminucién
de la permeabilidad y aumentando la resistencia al dafio o irritacién por agentes quimicos
0 mecanicos. Cuando bajas concentraciones de taninos son aplicadas a la mucosa
gastrica unicamente la capa exterior es transformada, haciéndola menos permeable, lo
que conlleva a incrementar la proteccion de la misma contra: bacterias, irritacién quimica
e irritaciébn mecéanica, en cambio altas concentraciones de taninos provocan coagulacion
de las proteinas de capas mas profundas de la mucosa, resultando en inflamacion, diarrea,

y vomito. (Borrelli e 1zzo, 2000).

10.4. Gomas y mucilagos

Las gomas y mucilagos son sustancias quebradizas, amorfas, transparentes o traslicidas
que absorben agua facilmente formando masas gelatinosas o soluciones colidales
viscosas. El caracter coloidal de las gomas, mucilagos y otros mucoides proporciona
amplios usos terapéuticos para dichas sustancias. Los farmacos mucilaginosos tienen la

propiedad de cubrir y proteger la mucosa del estbmago por lo que son usados en el
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tratamiento de la Ulcera gastrica, un ejemplo de plantas que contienen mucilagos son:
Althaea officinalis, Cetraria islandica, Malva silvestres, Matricaria chamomilla y
distintas especies de Aloe (Borrelli e 1zzo, 2000).

Una goma ampliamente utilizada por su actividad gastroprotectora es la goma guar la
cual es obtenida de las semillas de Cyamopsis tetragonolobus, su principal constituyente
es el galactomanan el cual se encuentra unido a polisacaridos. La goma guar incrementa
la velocidad de recuperaciéon cuando se induce dafio gastrico por estrés en ratas. Los
mecanismos de accion gastroprotectores propuestos para esta goma son: reduccion de la
acidez, incremento en la secrecion de moco y proteccion mecanica, sin embargo, en
pacientes con Ulcera duodenal, la goma guar, disminuye tanto la acidez gastrica como la
velocidad de vaciado del contenido gastrico probablemente debido a su viscosidad y a la

capacidad de neutralizacion del acido gastrico que posee (Borrelli e 1zzo, 2000).

10.5. Alcaloides

Una gran variedad de alcaloides tales como escopolamina, anisodina, anisodanina,
aislados de Scopolia, son efectivos agentes antiulcerosos en distintos modelos de Ulcera.
Dichos alcaloides pueden inhibir la secrecion gastrica de acido y la actividad de la
pepsina e incrementar la barrera de la mucosa (Zhang et al., 1990)

De la raiz de Sophora sobprostrata se aislaron alcaloides como son la matrina y la
oximatrina los cuales inhiben la secrecion gastrica en ratas e inhiben la formacion de

Glceras (Yamasaki, 1983).
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10.6. Aceites

El aceite volatil de Hyptis mutabilis Brig posee un efecto gastroprotector en ratas sobre
lesiones inducidas por indometacina administrada por via subcutanea (Barbosa y Ramos,
1992). La emulsion formada con aceite de la semilla de Brucea javanica, inhibid
significativamente las lesiones gastricas inducidas por ligacion de piloro, aspirina, estrés

y Ulcera gastrica cronica por acido acético en ratas (Xue et al., 1996).

10.7. Triterpenoides

El &cido oleandlico que puede ser extraido de Prosopis glamulosa, Calendula, Heliantus
y solidazo, es un triterpeno que presenta actividad antiulcerosa en Ulceras inducidas por
aspirina, indometacina, reserpina y tetragastrina. La aspirina e indometacina disminuyen
los niveles de prostaglandinas, por lo que es probable que el acido oleandlico promueva
la produccion de prostaglandinas. Otros ejemplos de triterpenoides son el acetato de -
lupeol aislado de Spilanthes ocymifolia, el tarexerol aislado de Taraxacum officinale y el
acido ursolico aislado de Psychotria adenophylla, dichos triterpenos inhiben o reducen
las ulceraciones por estrés en ratas (Gupta et al., 1981; Snykers y Fourie, 1989), el
acetato de B-lupeol reduce ademas las lesiones en el modelo de ligadura de piloro, sin
embargo no se sabe cual es su posible mecanismo de accién (Lewis y Hanson, 1991). Del
extracto metandlico de la corteza de Amphyterygium adstringens se aislaron e
identificaron al acido 3-a hidroximasticadienonico, al acido 3-epi-oleandlico y al B-
sitosterol como los compuestos responsables de la accion gastroprotectora de esta planta

medicinal en el modelo de induccidn de lesiones gastricas por etanol absoluto (Navarrete
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et al., 1990; 1998; Arrieta et al., 2003). De la corteza de la raiz de Hippocrate excelsa se
aislaron e identificaron al sitosterol-3-O-f3- glucésido, al B-sitosterol y la mezcla de a- y
B-amirinas como los metabolitos responsables de la actividad gastroprotectora en el

modelo de lesiones géstricas inducidas por etanol en ratas (Navarrete et al., 2002).

11. Plantas con actividad gastroprotectora

Existen numerosas plantas utilizadas recurrentemente a nivel mundial para el tratamiento
de la Ulcera gastrica, entre las cuales podemos mencionar a: liquorice, Aloe gel, y Chile
(Capsaicina) entre otras.

La corteza y raiz de diferentes variedades de Glycyrrhiza glabra (leguminosa) han sido
utilizadas ampliamente en la medicina tradicional por su actividad gastroprotectora. El
principal constituyente del liquorice es el &cido glizirricinico, una saponina triterpenoide
demostré que la glizirricina (sal del &cido glizirrizinico) inhibe el dafio gastrico en ratas
y también previene la ulceracion gastrica causada por la administracion de acido acético.
(Borrelli e 1zzo, 2000).

El Aloe gel ejerce efectos curativos cuando es administrado como tratamiento en ratas
con lesiones gastricas inducidas por estrés, pero no lo es en lesiones provocadas por
etanol, no se ha precisado su mecanismo de accion (Borrelli e 1zzo, 2000).

El chile o capsaicina posee efectos gastroprotectores contra las lesiones inducidas por
etanol o aspirina en la mucosa gastrica de ratas, cuando es administrada por periodos
prolongados (360 mg /dia por 4 semanas) previene contra las hemorragias gastricas. La
capsaicina ha sido extensamente utilizada para elucidar la funcion de las neuronas

sensibles en varios 6rganos y sistemas (incluyendo estdémago), ya que posee la habilidad
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de excitar y con dosis elevadas destruir a un subconjunto de neuronas primarias aferentes.
(Borrelli e 1zzo, 2000). Entre los mecanismos descritos para la capsaicina se encuentra el
aumento de flujo sanguineo, liberacion del péptido del gen relacionado con la calcitonina
y del oxido nitrico ademas de intervenir en la produccion de prostaglandinas (Borrelli e

1zzo, 2000).

12. Astragalus sp.

Diversas especies de Astragalus son utilizadas ampliamente en la medicina tradicional de
China y Turkia ya que se les atribuyen una amplia gama de efectos biologicos.
Etnomedicamente Astragalus es utilizada como: antitranspirante, diurético, expectorante,
analgésico, inmunoestimulante (Du et al., 2003), antiinflamatorio, antibidtico (Gu et al.,
2004) y para el tratamiento de enfermedades tales como: leucemia (Yesilada et al., 2005),
colitis (Ko et al., 2005), diabetes mellitus, nefritis, cancer uterino (Bedir et al., 1998) y
dermatitis atopica intratable (Kobayash et al., 2004) entre muchas otras. Asimismo se
utiliza como auxiliar en el tratamiento de los sintomas de la menopausia (Zhang, C. et al.,
2005) y del tabaquismo (Lee, 2005).

Algunos de sus efectos han sido comprobados experimentalmente: Efecto protector de la
mucosa intestinal (Hei et al., 2005), neuroprotector sobre lesiones isquémicas cerebrales
de ratas (Jia et al., 2003), antimutagénico (Wang et al., 2003), efectos antifibroticos sobre
higado de rata (Liu et al., 2005), reductor de la carga de calcio intracelular y del reticulo
sarcoplasmico, antioxidante (Meng et al., 2005), hipoglucemiante (Wu et al., 2005),
reductor de la carga viral en pacientes con VIH (Kusum et al., 2004), aumento de la

motilidad de espermatozoides (Liu et al., 2004), antihipertensivo (Li et al., 2005),
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relajador de musculo liso (aorta de rata) (Zhang, B. et al., 2005), antinociceptivo (Yang et
al., 2001), antienvejecimiento (Lei et al., 2003) y citotoxico sobre varias lineas celulares

cancerosas (Verotta et al., 2001).

12.1. Astragaldsido IV

Astragaldsido IV (3-O-B-D-xilopiranosil-6-O-B-D-glucopiranosilcicloastragenol, Fig. 1)
es un glicésido triterpénico tipo cicloartano caracteristico de diversas especies de
Astragalus. Astragalosido 1V es una saponina con un hidroxilo derivado en la posicion
C3; pertenece a un grupo de saponinas farmacoldgicamente activas descritas en especies
de Astragalus, al cual se le han comprobado distintos efectos biolégicos como son:
actividad cardioprotectora (Zhang, W. et al., 2005), inmunoestimulante (Yesilada et al.,
2005), protector contra lesiones isquémicas en cerebro y dafio al miocardio (Zhou et al.,
2000; Lou et al., 2004) efectos antibioticos (Calis et al., 1997), antioxidante (Ma y Yang

1999) y actividad antiinflamatoria tanto in vivo como in vitro (Zhang et al., 2003).

Figura 2. Estructura del Astragalésido V.
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la hipoétesis planteada, en donde se propone que para que un triterpeno o
un esterol ejerzan actividad gastroprotectora, es necesario que posean un grupo hidroxilo
libre o derivado en el carbono 3 de su estructura (Navarrete et al., 2002; Arrieta et al.,
2003). El presente trabajo se orientd a evaluar la actividad gastroprotectora del
Astragalésido IV, un cicloartano glicosidico que cumple con las caracteristicas
estructurales anteriormente mencionadas. Con lo anterior se pretende dar un mayor
soporte a la hipétesis planteada por Navarrete y colaboradores (Navarrete et al., 2002).
Adicionalmente, este trabajo también se orientd a determinar la participacion del 6xido
nitrico, prostaglandinas y grupos sulfhidrilo en el mecanismo de accion gastroprotector del

Astragaldsido IV.
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IV.HIPOTESIS

Considerando que el Astragaldsido IV posee un hidroxilo derivado con D-xilopiranosilo en
la posicion C3, se espera que ejerza actividad gastroprotectora en el modelo de induccién
de lesiones gastricas con etanol en ratas Wistar y que el 6xido nitrico, las prostaglandinas y

los grupos sulfhidrilos se encuentren involucrados en su mecanismo de accion.
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V. OBJETIVO

Evaluar la actividad gastroprotectora del Astragalésido 1V en el modelo de induccién de
lesiones gastricas por etanol en ratas, asi como determinar el grado de participacion del

oxido nitrico, las prostaglandinas y los grupos sulfhidrilos en su mecanismo de accién.
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V1. METODOLOGIA

6.1. Material vegetal

Las raices de Astragalus zahlbruckneri Hand-Mazz (Leguminosa) se colectaron en
Sivrice, situado a 28 kilometros al suroeste de Elazig, este de Anatolia, Turquia en Junio
de 1999. Un espécimen de referencia se depositd en el herbario del Departamento de
Farmacognosia, de la Facultad de Farmacia, de la Universidad de Hacettepe, Ankara
Turquia con el namero de registro HUEF 99-047, a través del Dr. Hassan Abou Gazar

(Universidad de Hacettepe).

6.2. Aparatos

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Electrothermal Digital 1A9100 sin
corregir. Los espectros de infrarrojo se realizaron en pastillas de KBr utilizando un
espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo 599. Los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno (RMN-'H, 300 MHz) y de carbono 13 (MNR-*C, 75.5 MHz) se
registraron en un espectrometro Varian VXR-3005 en piridina deuterada (CsDsN). Las
rotaciones dpticas se determinaron con un polarimetro Perkin-Elmer 241 usando metanol
como disolvente. Los espectros de masas se registraron en un espectrometro de masas

Hewlett-Packard modelo 5890.

6.3. Extraccion y fraccionamiento de las raices del Astragalus
El Astragal6sido 1V se aisld de las raices Astragalus zahlbruckneri. Las raices secas y
molidas (450 g) se extrajeron a reflujo con etanol acuoso al 80 % (3 litros dos veces).

Ambos extractos se combinaron y el etanol acuoso se evaporo a presién reducida con la
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ayuda de un evaporador rotatorio, obteniéndose 54 g de extracto crudo (12 % de
rendimiento). Una muestra del extracto (40 g) se pre-adsorbié con 40 g de gel de silice
para cromatografia en columna. Una vez adsorbido el extracto, se procedié a la
separacion por cromatografia en columna abierta, empacada con 600 g de gel de silice.
La columna se eluyé empleando diferentes gradientes de la mezcla de: diclorometano-
metanol-agua (90:10:1, 1500 mL; 80:20:2, 1000 mL; 70:30:3, 1000 mL; 60:40:4, 1700
mL y 50:50:5, 1000 mL) obteniéndose un total de 12 fracciones, reunidas de acuerdo a
sus propiedades cromatogréaficas en capa fina (Fracciones de la A-L): A, 500 mg; B, 500
mg; C, 733 mg; D, 1860 mg; E, 1640 mg; F, 737 mg; G, 1300 mg; H, 4730 mg; I, 4700
mg; K, 4700 mg y L, 5800 mg. De la fraccion J se obtuvieron unos cristales incoloros que
por recristalizaciébn con metanol proporcionaron al Astragaldsido IV (4500 mg). La
estructura del compuesto se determind de acuerdo a sus propiedades fisicas y
espectroscopicas: IR (KBr) vmax 3400, 2930, 1040 cm™; FAB* MS: m/z = 807 [M + Na]";
[o]o®: + 19.3 (c 0.4 MeOH); RMN H* (300 MHz, CsDsN): fragmento aglicona d 3.22
((1H, m, H-3), 1.63 (1H, d, j = 9.0 Hz H-5), 4.67 (1H, ddd, J = 7.5, 7.5 7.0 Hz, H-16),
2.38 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-17), 1.27 (3H, s, Me-18), 0.29 y 0.62 (Cada 1H, d, Jag = 4.4
Hz, H-19% y H-19b respectivamente), 1.23 (3H, s, Me-21), 3.80 (1H, dd, J = 8.0, 7.0 Hz,
H-24), 1.15 (3H, s, Me-26), 1.28 (3H, s, Me-27), 1.31 (3H, s, Me-28), 1.04 (3H, s, Me.-
29), 1.04 (3H, s, Me-30); fragmento del aztcar d 4.3 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1"), 4.34 (1H,
d, J = 7.8 Hz, H-1""). RMN C® (75.5 MHz, CsDsN) fragmento aglicona d 32.9 (t, C-1),
30.5 (t, C-2), 89.8 (d, C-3), 43.1 (s, C-4), 53.2 (d, C-5), 80.0 (d, C-6), 35.1 (t, C-7), 46.6
(d, C-8), 22.1 (s, C-9), 29.9 (s, C-10), 27.0 (t, C-11), 34.1 (t, C12), 45.9 (s, C-13), 47.0

(s, C-14), 46.1 (t, C-15), 74.5 (d, C-16), 58.9 (d, C-17), 21.4 (c, C-18), 29.6 (t, C-19),
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88.3 (s, C-20), 28.6 (X2) (cada ¢, C-21 y C-28), 35.5 (t, C-22), 26.8 (t, C-23), 82.4 (d, C-
24), 72.4 (s, C-25), 26.8 (c, C-26), 27.8 (c, C-27), 16.7 (c, C-29), 20.3 (c, C-30);
fragmento del aztcar d 107.5 (d, C-1"), 75.6 (d, C-27), 78.0 (d, C-3"), 71.3 (d, C-4"), 66.7
(t, C-57), 105.0 (d, C-17"), 75.5 (d, C-2""), 78.6 (d, C-3""), 71.7 (d, C-4""), 77.8 (d, C-57),
62.9 ('t, C-6’"). Estos resultados concuerdan con los datos reportados por Kitagawa et al.,
1983y Calis et al., 1997, pero los datos espectroscopicos completos para el Astragaldsido

IV se proporcionan por vez primera.

6.4. Animales

Los experimentos se realizaron con ratas macho Wistar de 55 — 60 dias de edad, con un
peso entre 180-220 g., obtenidas del Centro UNAM-Harlan (Harlan México, S.A. de
C.V.). Los procedimientos donde fueron involucrados animales se llevaron a cabo
conforme a la Norma Oficial Mexicana sobre el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-
062-Z00-1999). A menos que se especificara otra cosa, los animales fueron colocados
en cajas individuales evitando cualquier contacto con el aserrin, privandose de alimento
24 h. antes del experimento, pero con libre acceso al agua. Todos los experimentos

fueron llevados a cabo utilizando al menos 6 animales por grupo.

6.5. FArmacos y dosificacion

Los extractos, fracciones y compuestos puros fueron suspendidos en Tween 80 al 0.5 %
momentos antes de su administracion en cada experimento. La carbenoxolona (95 % de
pureza, Sigma-Aldrich Co.) utilizada como farmaco gastroprotector modelo (Wan y

Gottfried, 1985), la indometacina, el éster metilico de N®-nitro-L-arginina (L-NAME, 98
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% de pureza), la N-etilmaleimida (NEM, 98 % de pureza) se adquirieron de Sigma
Aldrich Corporation. EIl grupo control recibié el vehiculo (0.5% Tween 80) en el mismo

volumen (0.5 mL/100g) y por la misma via de administracion.

6.6. Lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto

Las ulceras fueron inducidas de acuerdo al método descrito por Robert, 1979 a través de
la administracion intragastrica de etanol absoluto. El Astragalésido IV (3 — 30 mg/kg) y
la carbenoxolona (3 — 30 mg/kg) se administraron a los diferentes grupos de animales 30
minutos antes de la administracion del etanol (1 mL/rata), 2 horas después de la
administracion del agente necrosante, los animales se sacrificaron por una sobredosis de
éter etilico. De forma inmediata se realiz6 la diseccion del estbmago y duodeno,
llenandose con 10 mL de formaldehido al 2 %, posteriormente se colocaron en un
recipiente con formaldehido al 2 % por espacio de 15 minutos, para lograr la fijacion
tanto de la capa interna como de la capa externa del estbmago. El duodeno fue abierto a
lo largo de su lado anti-mesentérico y el estbmago a lo largo de su curvatura mayor. El
area dafiada (mm?) fue medida con la ayuda de un microscopio estereoscopico (x 10)
provisto de un micrémetro ocular (Diagrama 1). Se calculd la suma del area de todas las
lesiones en el corpus de cada animal y fue utilizado como el indice de Ulcera. El % de
gastroproteccion se calculé de acuerdo a la relacion: % de gastroproteccion = (UIC —
UIT) X 100/UIC, donde UIC es le indice de ulcera control y UIT es el indice de Ulcera de

los animales tratados (Navarrete et al., 1998).
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Ratas Macho Wistar
180-220 g

Ayuno de24h

A 4

Control Negativo Grupo tratado | Control Positivo

Vehiculo Astragaldsido 1V Carbenoxolona

Administracion del compuesto  (3-30|mg/kg)

30 min
y

Administracion de
etanol absoluto

2h

A 4

Sacrificio de
animales

A 4

Diseccidn del estémago y
determinacién del indice de
Ulcera.

Diagrama 1. Evaluacion de la actividad gastroprotectora de Astragalésido 1V o carbenoxolona.
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6.7. Lesiones géastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con indometacina

Para determinar la participacion de las prostaglandinas endogenas en la gastroproteccion
del Astragaldsido IV y la carbenoxolona se administrd indometacina por via subcutanea
(s. ¢.) a una dosis de 10 mg/kg, disuelta en una solucion de cloruro de sodio al 0.9 %
conteniendo 5 % de bicarbonato de sodio (5 mM, Wan y Gottfried, 1985), 75 minutos
después se administraron por via intragastrica el Astragalésido IV y la carbenoxolona al
grupo correspondiente, ambos a la misma dosis (30 mg/kg) suspendidos en agua con
trazas de Tween 80. Treinta minutos mas tarde se administrd el etanol absoluto (1
mL/rata, p.o.), 2 horas después los animales se sacrificaron y se determind el indice de
Glcera (Navarrete et al., 1998). En este experimento se incluyeron dos grupos control. A
un grupo control se le administré Unicamente los vehiculos mas etanol y un segundo

grupo control se le administré indometacina mas etanol (Diagrama 2).

6.8. Lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas por L-NAME

Para determinar la participacion del o6xido nitrico enddgeno en la gastroproteccién del
Astragal6sido 1V y carbenoxolona, el L-NAME (70 mg/kg, disuelto en agua) se
administr6 intraperitonealmente (i.p.) 30 min. antes de la administracién por via
intragastrica a los compuestos de prueba a la dosis de 30 mg/kg (Matsuda et al., 1999). El
etanol absoluto (1 mL) se administré 30 minutos después y 2 horas mas tarde los
animales se sacrificaron y se determiné el indice de Ulcera (Navarrete et al., 1998). En
este experimento se incluyeron dos grupos control. Un grupo control fue tratado con los

vehiculos, un segundo grupo control se traté con L-NAME (Diagrama 3).
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Ratas Macho Wistar
180-220 g

Ayuno de24h

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4

Control 1 Control 2 Grupo tratado | Grupo tratado Il
Vehiculo Indometacina Astragalésido Carbenoxolona
A 4 A 4 \ 4 \ 4
Administracion de vehiculo Administracion de Administracion de Administracion de
(s.s. 0.9%+ 5% NaHCO; indometacina s.c. indometacina s.c. indometacina s.c.
s.c.)
75 min )
v ¢ 75 min
Administracion del Administracion del compuesto
vehiculo correspondiente
(Tween 80 al 0.5%)

30 min

\ 4

etanol absoluto

Administracion de “

2h

I Sacrificio de animales |

\ 4

Diseccién y evaluacion de las
areas lesionadas

Diagrama 2. Evaluacion del efecto de indometacina sobre la actividad gastroprotectora del Astragaldsido
IV o carbenoxolona.
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Ratas Macho Wistar
180-220 g

Ayuno de24h

A 4 A 4

A 4 A 4

Control 1 Control 2 Grupo tratado | Grupo tratado 11
Vehiculo L-NAME Astragal6sido Carbenoxolona
A 4 A 4 A 4 \ 4
Administracién de vehiculo Administracion de Administracion de Administracion de
(s5.0.9%i.p.) L-NAME (i.p.) L-NAME (i.p.) L-NAME (i.p.)
4 30 min 30 min

Administracion de

vehiculo (Tween 80 al
0.5%)

Administracion del compuesto
correspondiente

ﬁ 30 min

Administracién de
etanol absoluto

Sacrificio de animales

A

y

Diseccién y evaluacion de las
areas lesionadas

Diagrama 3. Evaluacion del efecto de L-NAME sobre la actividad gastroprotectora del Astragaldsido 1V o
carbenoxolona.
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6.9. Lesiones géastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con NEM

Para investigar la participacion de los grupos sulfhidrilos en la gastroproteccion del
Astragalosido IV 'y carbenoxolona se administr6 NEM (10 mg/kg disuelta en
solucion salina al 0.9 % s. c¢.) 30 minutos antes de la administracion intragastrica del
Astragalosido 1V (30 mg/kg) o de la carbenoxolona (30 mg/kg) (Matsuda et al., 1999).
Posteriormente se administrd 1 mL de etanol absoluto a cada rata y se continué con el
procedimiento anterior hasta la obtencion del indice ulcera. En este experimento se
incluyeron dos grupos control. Un grupo control se le trato con los vehiculos mas etanol y

un segundo grupo control fue tratado con NEM mas etanol (Diagrama 4).

6.10. Estadistica

Los resultados se presentan como la media + E.E.M. de seis ratas por grupo. Para
determinar las diferencias significativas se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis (anélisis
de varianza de una via para datos no paramétricos) seguida por la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. Se consideraron diferencias significativas cuando el

valor de P fue menor o igual a 0.05 (Arrieta et al., 2003).
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Ratas Macho Wistar

180-220 g
Ayuno de 24 h
Control 1 Control 2 Grupo tratado | Grupo tratado Il
Vehiculo Astragaldsido Carbenoxolona
\ 4 \ 4 4 4
Administracion de vehiculo Administracion de Administracion de Administracion de
(s.5.0.9% s.c.) N-etilmaleimida N-etilmaleimida N-etilmaleimida
<+ 30 min ¢ 30 min
Administracion de Administracion del compuesto
vehiculo (Tween 80 al correspondiente
0.5%)
30 min

A 4

Administracién de
etanol absoluto

4 2h

|| Sacrificio de animales ||

A 4

Diseccidn y evaluacion de las
areas lesionadas

Diagrama 4. Evaluacién del efecto de N-etilmaleimida sobre la actividad gastroprotectora del

Astragaldsido IV o carbenoxolona.
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VII. RESULTADOS

El Astragalésido IV (Figura 2) administrado intragastricamente (3-30 mg/kg) redujo las
lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas de manera dosis-dependiente, comparado
con la respuesta obtenida en el grupo control (Grafica 1). EI maximo porcentaje de
inhibicion de las Ulceras (%gastroproteccion) obtenido con la dosis de 30 mg/kg de

Astragalosido 1V fue de 52.3 + 9%.

Asimismo, la carbenoxolona (3-30 mg/kg) administrada a los animales
intragastricamente, produjo inhibicion de las lesiones géstricas de manera dosis-
dependiente (Grafica 2). EI maximo porcentaje de gastroproteccion obtenido con la dosis
mas alta de carbenoxolona (30 mg/kg) fue 88.4 + 13.6%, demostrando con ello que la

carbenoxolona es mas potente que el Astragalésido IV.

El indice de Ulcera de las ratas tratadas con 70 mg/kg de L-NAME (121.94 + mm?,
Gréfica 3), 10 mg/kg de indometacina (100.96 + 11.52 mm?, Gréfica 4) y 10 mg/kg de
NEM (111.5 mm? Gréfica 5) no presentaron una diferencia significativa (P > 0.05)
comparadas con sus respectivos controles tratados solamente con solucién salina (120.57

+10.79 mm?, 132.17 + 11.4 mm?y 120.57 + mm?).
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Graéfica 1. Efecto de distintas dosis de Astragaldsido IV (3-30 mg/kg) administrado intragastricamente
sobre lesiones gastricas inducidas en ratas por la administracién intragastrica de etanol absoluto (1
mL/rata). Cada barra representa el promedio + E.E.M., n=6. * P<0.05 con respecto al control. Prueba de
comparaciones multiples de Dunn después de la prueba de Kruskal-Wallis.
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Gréfica 2. Efecto de distintas dosis de carbenoxolona (3-30 mg/kg) administrado intragastricamente sobre
lesiones gastricas inducidas en ratas por la administracion intragastrica de etanol absoluto (1 mL/rata).
Cada barra representa el promedio + E.E.M., n=6. * P<0.05 con respecto al control. Prueba de
comparaciones multiples de Dunn después de la prueba de Kruskal-Wallis.
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Grafica 3. Efecto de la administracion intragastrica de Astragalésido IV (AslV, 30 mg/kg) o
carbenoxolona (CAR, 30 mg/kg) sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas
pretratadas con L-NAME (70 mg/kg, i. p.) antes de la evaluacién del compuesto y del farmaco. Cada barra
representa el promedio + E.E.M., n = 6. * P < 0.05 con respecto al control. Prueba de comparaciones
maltiples de Dunn después de la prueba de Kruskal-Wallis. No se observo diferencia significativa entre el
control de vehiculos y el control pretratado con L-NAME.
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Gréfica 4. Efecto de la administracion intragastrica de Astragalésido IV (AslV, 30 mg/kg) y
carbenoxolona (CAR, 30 mg/kg) sobre las lesiones géastricas inducidas por etanol absoluto en ratas
pretratadas con indometacina (10 mg/kg, s. ¢.) antes de la evaluacién del compuesto. Cada barra
representa el promedio £ E.E.M., n = 6. * P < 0.05 con respecto al control. Prueba de comparaciones
multiples de Dunn después de la prueba de Kruskal-Wallis. No se observo diferencia significativa entre el

control de vehiculos y el control pretratado con el inhibidor.
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Gréfica 5. Efecto de la administracion intragastrica de Astragalésido IV (AslV, 30 mg/kg) y
carbenoxolona (CAR, 30 mg/kg) sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas
pretratadas con NEM (10 mg/kg, s. c.) antes de la evaluacion del compuesto. Cada barra representa el
promedio + E.E.M., n =6. * P <0.05 con respecto al control. Prueba de comparaciones multiples de Dunn
después de la prueba de Kruskal-Wallis. No se observé diferencia significativa entre el control de vehiculos

y el control pretratado con el inhibidor.
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Esta perfectamente demostrado que los farmacos empleados (L-NAME, indometacina y
NEM) a las dosis utilizadas inhiben a la sintasa de NO, la sintesis de prostaglandinas y
bloquean los grupos sulfhidrilos, respectivamente pero no causan lesiones gastricas
(Matsuda et al., 1999; Arrieta et al., 2003).

El pretratamiento con L-NAME (70 mg/kg, s. c.) atenud el efecto gastroprotector tanto
del Astragal6sido IV como el de la carbenoxolona (30 mg/kg) (Gréfica 3). El indice de
Ulcera obtenido de las ratas tratadas con Astragalésido IV (87.95 + 16.25 mm?) y
carbenoxolona (85.9 + 18.0 mm?) no presentd una diferencia significativa (P>0.05)
cuando se comparé con los controles pretratados con L-NAME (121.94 mm?), mientras
que los valores para Astragaldsido IV y carbenoxolona en ratas pretratadas con L-NAME
fueron significativamente (P<0.05) mas grandes que los valores obtenidos para los
mismos compuestos en ratas no tratadas con L-NAME (47.7 + 8.69 mm? vy
12.94+5.40mm?, respectivamente) (Gréafica 3)

El Astragalésido 1V (30 mg/kg), administrado intragéstricamente, inhibio las lesiones
gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con indometacina (10 mg/kg). El indice
de Ulcera obtenido de ratas tratadas con Astragalésido IV fue de 47.6 + 16.3 mm?. Este
valor fue significativamente diferente (p < 0.05) cuando se compar6 con los controles
pretratados con indometacina (100.96 + 11.52 mm?), mientras que el indice de Glcera
obtenido a la dosis de 30 mg/kg de carbenoxolona (93.06 + 17.9 mm?) no fue
significativamente diferente (P>0.05) al valor obtenido con el grupo control pretratado
con indometacina (Gréfica 4). Para la carbenoxolona, existe una diferencia significativa

(P< 0.05) entre las ratas tratadas (93.06 + 17.9 mm?) y las no tratadas (42.0 + 17.9 mm?)
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con indometacina, pero no para Astragal6sido IV (47.6 + 16.3 mm? contra 45.0 + 8.6
mm?, respectivamente) (Gréafica 4).

La administracion intragastrica de 30 mg/kg de Astragal6sido IV en las ratas pretratadas
con NEM (10 mg/kg) produjo una reduccién en las lesiones géastricas producidas por
etanol. El indice de Ulcera obtenido después de la administracion de Astragalésido IV fue
41.3 + 11.9 mm?, que fue significativamente diferente (p < 0.05) al valor de 115.5 + 11.5
mm?Zobtenido con el control pretratado con NEM (Gréfica 5), mientras que el efecto
gastroprotector de 30 mg/kg de carbenoxolona (75 + 9.9 mm?) no fue significativamente

diferente (P>0.05) respecto al control (Grafica 5).

VI1I1. DISCUSION

De acuerdo a la hipotesis planteada, el Astragaldsido IV el cual posee un hidroxilo derivado
con B-D-xilopiranosil en la posicion C-3 de su estructura, deberia presentar actividad
gastroprotectora, como fue observado. Este efecto gastroprotector fue de manera dosis-
dependiente. Por lo tanto, el Astragal6sido IV es un triterpenoide mas con un hidroxilo
derivado en posicion C-3 y con actividad antiulcerosa.

Varias plantas que contienen cantidades altas de saponinas han presentado actividad
antiulcerosa en distintos modelos experimentales de Ulcera (Borelli e 1zzo 2000). El &cido
glizirrizico, la escina (mezcla de saponinas) y la mormordina Ic, son algunos ejemplos de
saponinas con actividad gastroprotectora (Marhuenda et al., 1993; Matsuda et al., 1999). La
actividad gastroprotectora de estas saponinas no es debido a la inhibicion de la secrecion de
acido, sino probablemente debida a la activacion de factores protectores de la mucosa

gastrica (Borrelli e 1zzo 2000).
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Es bien sabido que el etanol produce dafio gastrico entre 1 y 3 minutos después de su
aplicacion en el intestino y estomago. Este dafio puede prolongarse hasta por mas de 2
horas, causando hiperemias focales y hemorragicas (Chandranath et al., 2002). Ademas la
administracion intragastrica de etanol incrementa la permeabilidad y el dafio vascular en los
capilares que se encuentran cerca de la superficie luminal y no en la capa profunda del
musculo de la mucosa, lo cual indica el papel de la alteraciéon del flujo sanguineo en la
generacion de lesiones gastricas inducidas por etanol. (Chandranath et al., 2002). Se sabe
muy bien que el oxido nitrico y grupos donadores de Oxido nitrico reducen
significantemente la severidad del dafio en la mucosa géstrica inducido por la aplicacion
topica de etanol. (Elliot y Wallace 1998). El Oxido nitrico interactivamente con los
prostanoides y neuropéptidos sensoriales, regulan la integridad de la mucosa gastrica en
ratas (Whittle et al., 1990). El 6xido nitrico participa en los mecanismos de defensa de la
mucosa gastricos a través de la regulacion del flujo sanguineo, la secrecién &cida y alcalina,
asi como también la secrecion de moco gastrico. (Whittle y Lopez-Belmonte, 1993). La
administracion previa de L-NAME, un inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico, redujo la
actividad gastroprotectora del Astragalosido 1V, sugiriendo que el éxido nitrico participa
en la gastroproteccion de esta saponina.

El Astragalésido 1V comparte varias actividades con el oxido nitrico, tales como la
inhibicion de la adhesion de leucocitos a las celulas endoteliales (Zhang et al., 2003),
como potente atrapador de radicales libres capaz de reducir tanto los radicales superdxido
como de radicales hidroxilo (Ma 'y Yang 1999) e inhibicién de la produccion y liberacién

de mediadores inflamatorios como interleucina-1 y factor de necrosis tumoral (TNFa)
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(Elliot y Wallace 1998; Lou et al., 2004). Se ha sugerido que el éxido nitrico acta como
un antioxidante en la disfuncién de la mucosa asociada con reperfusion isquémica, ya sea
inducida por etanol, indometacina u otras condiciones inflamatorias del tracto
gastrointestinal. (Denizbasi et al., 2000).

Recientemente, se ha descrito la actividad protectora del Astragalosido IV contra del
dafio isquemico cerebral (Lou et al., 2004). Los resultados obtenidos en este trabajo
proporcionan la primera evidencia experimental que relaciona la actividad del
Astragalosido 1V con el éxido nitrico. Es posible que otras actividades descritas para el
Astragalosido 1V se lleven a cabo también a través de la participacion del 6xido nitrico.
Como se demostro un este trabajo, la inhibicion de la sintesis de éxido nitrico a través del
L-NAME revierte la actividad gastroprotectora del Astragal6sido 1V, sugiriendo que la
actividad antiulcerosa de este glicosido es a traves de la participacidn de 6xido nitrico. El
papel del éxido nitrico en la gastroproteccion ha sido aceptado ampliamente (Elliot y
Wallace 1998; Cui et al., 2002). Se ha demostrado que las lesiones gastricas inducidas
por la administracion de etanol absoluto se reducen por un incremento en los niveles de
oxido nitrico por la L-arginina (un sustrato para la sintasa del 6xido nitrico) pero no por
la D-arginina (Brzozowski et al., 1997). Se ha descrito que el mecanismo mediante el
cual la L-arginina protege a la mucosa gastrica se debe al incremento significativo en el
flujo sanguineo de la mucosa géastrica (GMBF) y a la angiogénesis sin la reduccion de la
secrecion de moco y bicarbonato. En contraste, el tratamiento con N®-nitro-L-arginina
(L-NNA, un inhibidor de la sintasa de déxido nitrico) revierte los efectos de L-arginina

(Brzozowski et al., 1997). Los efectos opuestos entre L-arginina'y L-NAME también han
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sido observados en otros modelos experimentales de ulcera. (Elliot y Wallace 1998; Cui
et al., 2002).

Las prostaglandinas y grupos sulfhidrilos parecen tener poca participacion en el
mecanismo gastroprotector del Astragalosido 1V, debido a que la gastroproteccidn de este
compuesto no se vio afectado por el pretratamiento con indometacina, un inhibidor de la
ciclooxigenasa, o con N-etilmaleimida (NEM), un bloqueador de grupos sulfhidrilos
(Wan y Gottfried 1985; Szabo et al., 1981). El 6xido nitrico aparece como el factor
gastroprotector involucrado en mayor proporcion en el mecanismo de gastroproteccion
del Astragalésido IV. Sin embargo, otros mecanismos protectores que involucran la
activacion de neuronas aferentes sensibles a capsaicina, no exploradas en el presente
trabajo, las cuales pueden ser estimuladas con otros triterpenoides, como se ha
demostrado en otros trabajos (Oliveira et al., 2004; Arrieta et al., 2003; Matsuda et al.,
1999).

Los resultados obtenidos en este trabajo para la carbenoxolona concuerdan con los
reportados previamente (Wan y Gottfried 1985; Arrieta et al., 2003). Como es bien sabido,
las prostaglandinas, y parcialmente el éxido nitrico y los grupos sulfhidrilos, estan
intensamente involucrados en el mecanismo de accidn gastroprotector de la carbenoxolona

(Arrieta et al., 2003).
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IX. CONCLUSION

1. En el presente trabajo se demostro la actividad gastroprotectora del Astragal6sido 1V
aislado de Astragalus zahlbruckneri.

2. De los factores gastroprotectores evaluados el éxido nitrico enddgeno participa de
manera importante en el mecanismo de accion gastroprotector del Astragalosido 1V
sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol.

3. Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan la primera evidencia
experimental que relaciona la actividad del Astragal6sido 1V con el éxido nitrico.

4. EIl Astragal6sido 1V un glucdsido triterpenico de tipo cicloartano proporciona un
soporte adicional a la propuesta de que los triterpenos con hidroxilos libres o

derivados en la posicion C-3 tienen actividad gastroprotectora.
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Gastroprotective effect of Astragaloside IV: role of
prostaglandins, sulfhydryls and nitric oxide

Andrés Mavarrete, JesUs Arrieta, Liliana Terrones, Hassan Abou-Gazar
and lhsan Calis

Abstract

This investigation evaluated the gastroprotective activity of Astragaloside IV, a cycloartane-type
triterpene glycoside isolated from Astragalus zahlbruckneri. Gastric mucosal damage was induced in
rats by intragastric ethanol (1 mUfrat). Rats treated orally with Astragaloside |V suspended in Tween
B0 at 2, 10 and 30mg kg™", showed 15, 37 and 52% gastroprotection, respectively. The gastroprotec-
tion observed at 30 mgkg™" for this compound was attenuated in rats pretreated with NS-nitro--
arginine methyl ester (70 mgkg™, i.p), a nitric oxide (NO}=synthase inhibitor, suggesting that the
gastroprotective mechanism of this glycoside involves, at least in part, the participation of NO. The
gastroprotective effect of Astragaloside IV was not affected by the inhibition of prostaglandin
synthesis with indometacin (10mg kg™, s.c) nor by the block of endogencus sulfhydryls with N-
ethylmaleimide (NEM, 10mgkg ™", s.c). Carbenoxolone was used as a gastroprotective model drug
and showed a dose-dependent gastroprotective effect (25, 43 and B8% of gastroprotection, at 3, 10
and 30mg kg™, respectively). The partial participation of prostaglandins, sulfhydryls and NO was
observed in the gastroprotective mechanism of carbenoxolone.

Introduction

Ulceration occurs when there is a disturbance of the normal equilibrium caused by either
enhanced aggression or diminished mucosal resistance. The defence mechanisms of the
gastroimtestinal mucosa mainly consist of functional, humoral and neuromal factors.
Mucus alkaline secretion, mucosal microcirculation and motility act as functional factors,
while prostaglandins and nitric oxide (NO) act as humoral factors, and capsaicin-sensitive
sensory neurons (CPSN) act as neuronal factors (Calatayud etal 2001). Several triterpe-
noids, including carbenoxolone, and sterols have been shown to possess anti-ulcer activity
(Lewis & Hansom 1991; Borrelh & Izzo 2000; Ohveira etal 2004). We have proposed
previously that a hvdroxyl group (free or derivative) at position C-3 is necessary for sterols
and triterpenoids to have anti-ulcer activity (Mavarrete et al 2002; Arricta et al 2003). This
hypothesis 15 based on the observation that triterpenoids or sterols with this structural
feature have shown anti-uleer activity (Borrelli & Tzzo 2000). An additional characteristic
for anti-ulcer triterpenoids is that they also have anti-inflammatory activity (Rajic et al
2001). In addition, several plants containing high amounts of saponins have been shown
to possess anti-ulcer activity (Borrelli & Izzo 2000). In this sense, and to give additional
support to our hypothesis, we were interested in evaluating the gastroprotective effect of
Astragaloside IV, a cycloartane-type triterpene glycoside (3-0-G-p-xylopyranosyl-6-0-[-
- glucopyranosyleyeloastm genol, Figure 1), regarded as a characteristic and active con-
stituent of Astragalus species (Fabaceae) (Gu etal 2004; Yesilada etal 2005).
Astragaloside IV possesses those characteristics: it 1s a saponin with a hydroxyl deriva-
tive group at C-3 and it has anti-inflammatory activity (Zhang etal 2003). Astragaloside
IV belongs to one group of phammacologically active saponins described in Astragalus
species (Rios & Waterman 1997). Antinociceptive ( Yang et al 2001 ), anti-aging (Lei etal
2003) and immunostimulant (Yesilada etal 2005) effects, cytotoxicity on several human
cancer lines (Verotta etal 2001), a protective effect against ischaemic brain and myo-
cardial injury (Zhou etal 2000; Luo etal 2004) and antimicrobial (Calis etal 1997) and
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Figure 1 Structure of Astragaloside IV,

antioxidative (Ma & Yang 1999) effects have been
described, in addition to in-vitro and in-vivo anti-inflam-
matory activity for Astragaloside IV (Zhang etal 2003).
This study was undertaken to investigate the gastropro-
tective effect of Astragaloside TV using as an experimental
maodel the inhibition of ethanol-induced uleers in rats. We
also discuss the role of endogenous NO, sulfhydryls and
prostaglandins in the gastroprotection of this glycoside.

Materials and Methods

Animals

All the experiments were performed with male Wistar
rats, $5-60 day old, weighing 180-220g, obtained from
Centro UNAM-Harlan (Harlan Mexico, S.A. de CV.).
Procedures involving rats and their care were conducted in
conformity with the Mexican Official Norm for Animal
Care and Handing (NOM-062-Z00-1999) and in compli-
ance with international rules on care and use of laboratory
animals. Unless otherwise specified, the rats were placed
n single cages with wire-net floors and deprived of food
24 h before experimentation but allowed free access to tap
water throughout. All experiments were carried out using
6 rats per group.

Astragaloside IV

Astragaloside TV was solated from roots of Asrragalus
zaflbruckrneri (Abou-Gazar & Calis 2000; Cahs etal
2001). The roots of dstragalus zakfbruckneri Hand.-Mazz
(Leguminosaz) were collected from Sivrice, 28km south-
east of Elazig, East Anatolia, Turkey, in June 1999 A
voucher specimen was deposited in the Herbarium of the
Pharmacognosy Department, Faculty of Pharmacy,
Hacettepe University, Ankara Turkey (HUEF 99-047).

OH

OH

—

—0OH

[=IRTNINN

The air-dried powdered roots (450 g) were extracted with
80% agueous ethanol (2= 3L) under reflux. The ethanol
extracts were combined and evaporated to dryness in-
vacuo to yield 54 g of crude extract (vield 12%). A sample
of ethanol extract (40 g) was fractionated by open-column
chromatography by silica gel (600g) employing gradient
CHLCla-MeOH-HL0 mixtures (90:10:1, 1500mL; 80:20:2,
1000mL; 70:30:3, 1000 mL; 60:40:4, 1700 mL; and 50:30:5,
1000mL), vielding 12 fractions (fractions A-L: A, 500 mg;
B, 500mg; C, 733 mg; D, 1860mg; E, 1640mg; F, 737 mg;
G, 1300mg; H, 4730mg; 1., 4700mg; K, 4700mg; and L,
5800mg). Fraction J gave colourless crystals from
methanol, which afforded Astragaloside TV (4500 mg). IR
(KBr) tna,e 3400, 2930,1040cm 1', FAB" MS: m/z =807
M +Nal*; [0].% +193 (c 0.4, MeOH); 'H NMR
(300 MHz, C;DsN): aglycon moiety d 3.22 (1H, m, H-3),
1.63 (IH, d, J=90Hz, H-5), 467 (IH, ddd, I=7.5, 7.5,
7.0 Hz, H-16), 238 (1H, d, I =7.8Hz, H-17), 127 (3H, s,
Me-18), 0.29 and 0,62 (each 1H, d, Juw = 4.4 Hz, H-19a and
H-19b, respectively), 1.23 (3H, s, Me-21), 3.80 (1H, dd,
JI=8.0, T0Hz, H-24), 1.15 (3H, s, Me-26), 1.28 (3H, s,
Me-27), 1.31 (3H, s, Me-28), 1.04 (3H, s, Me-29), 1.04
(3H. s, Me-30); sugar moiety d 4.30 (IH, d. ] =7.5H=,
H-1').4.34 (1H, d, ] = 7.8 Hz, H-1"). “'C NMR (75.5MHz,
CsDsN) aglveon moiety d 32.9 (t, C-1), 30.5 (t, C-2), B9.8 (d,
C-3), 43.1 (s, C-4), 53.2 (d, C-5), 0.0 (d, C-6), 35.1 {t, C-T),
46.6 (d, C-8), 22.1 (s, C-9), 29.9 (s, C-10), 27.0 (1, C-11), 34.1
(t, C-12), 459 (s, C-13), 470 (s, C-14), 46.1 (1, C-15), 745
(d. C-16), 58.9 (d, C-17), 214 (q. C-18), 29.6 (t. C-19), B8.3
(s, C-20), 28.6 (X2) (each g, C-21 and C-28), 35.5 (t, C-22),
26.8 (t, C-23), 82.4 (d, C-24), 724 (s, C-25), 26.8 (g, C-26),
27.8 (g, C-27), 16.7 (g, C-29), 20.3 (g, C-30); sugar moiety d
107.5 {d, C-1'), 75.6 (d, C-2), 78.0 {d, C-3"), 713 (d, C-4"),
66.7 (t, C-5, 105.0 (d, C-1'"), 75.5 (d, C-2"), 78.6 (d, C-3"),
L7 (d, C-4"), T7.8 (d, C-5"), 62.9 (t C-6'"). These data were
in agreement with those previously reported (Kitagawa etal
1983; Calis etal 1997).
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Drug and dosage

Carbenoxolone (Sigma-Aldrich Co.) was used as a model
gastroprotective drug (Wan & Gottfried 1985). The drugs
were prepared freshly each time and admimistered suspended
in 0.5% Tween 80 by the intragastric route. Control rats
received wehicle (0.5% Tween B0) in the same volume
(0.5 mL/100 g) by the same route. N®-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME), A-ethylmaleimide (NEM) and indometa-
cin were purchased from Sigma Chemical Co (USA).

Acute gastric ulcers induced by absclute ethanol

Ulceration was induced according to the method described
by Robert (1979), by intragastric instillation of absolute
ethanol. Rats were divided into different groups of six
each. Each group received either vehicle (1 mLkg ),
Astragaloside TV (3-30mgkg ') or carbenoxalone
(3-30mgkg ') by gastric gavage. Thirty minutes after
drug admimstration, absolute ethanol was given orally to
each rat at a dose of 1 mL/mt. Two hours after ethanol
administration, the rats were killed by ether inhalation. The
stomach and duodenum were dissected out, inflated with
10mL of 2% formalin and placed in 2% formalin for
15 min to fix both the inner and outer layers. The duode-
num was opened along its anti-mesenteric side and the
stomach along the greater curvature. The damage area
I_'mm:]l was measured under a dissection microscope (= 10)
with an ocular micrometer. The sum of the area of all
lesions in the corpus for each rat was calculated and served
as the wloer index. Gastroprotection (%) was calculated
according to: %% Gastroprotection = (UIC — UIT) = 100/
UIC, where UIC is ulcer index in control and UIT is
ulcer index in test rats (Navarrete etal 1998).

Ethanol-induced gastric mucosal lesions in
indometacin-pretreated rats

To mvestigate the involvement of endogenous prostaglan-
dins in the gastroprotective effects of Astragaloside IV
and carbenoxolone, the rats were divided into groups
according to the respective treatment. The control group
received a subcutaneous mjection of NaHCO; (5mum) in
saline solution and the others, an injection of indometacin
(10mgkg ], dissolved in NaHCO;, 5mu) by the same
route (Matsuda etal 1999). After 75 min, all the groups
received the respective treatment orally (salme solution,
Jomgkg ! of Astragaloside TV or 30mgkg ' of carbe-
noxolone). Absolute ethanol was given to each rat 30min
after drug administration and the rats were killed 2h later
by ether inhalation. The stomachs wem subsequently
removed to measure the ulcer index, as described earlier.

Ethanol-induced gastric mucosal lesions in
L-MAME-pretreated rats

To mvestigate the involvement of endogenous NO in the
protective effects Astragaloside IV and carbenoxolone,
L-NAME (T0mgkg ! dissolved in saline solution) was
intraperitoneally injected 30 min before the administration

Gastroprotective effect of Astragaloside v 1061

of cither vehicle, Astragaloside TV (30mgkg ') or carbe-
noxolons (30 mg kg H by the oral route (Matsuda etal
1999). Absolute ethanol was given to each mat 30min later
and rats were killed 2h after the administration of ethanol
to measure the intensity of the gastric ulcers. Two control
groups (L-NAME-treated and non-L-NAME-treated)
were included in this experiment.

Ethanol-induced gastric mucosal lesions in
MEM-pretreated rats

To investigate the mvolvement of endogenous sulfhydryls
in the protective effects of Astragaloside IV and carbenox-
olone, NEM ({10 mg kg ', dissolved in saline solution) was
subcutaneously injected 30min before the administration
of either vehicle, Astragaloside IV (30mgkg ') or carbe-
noxolone (30 mgkg ') by the oral route (Matsuda etal
1999). Absolute ethanol was given to each mat 30min later
and rats were killed 2 h after the administration of ethanol
to measure the miensity of the gastric ulcers. Two control
groups (NEM-treated and non-NEM-treated) were
included in this experiment.

Statistics

Data are presented as the mean £+ s.em. from 6 rats per
group. Statistically significant differences between the treat-
ments were tested by Kruskal-Wallis test (non-parmametric
one-way analysis of variance) followed by Dunn's multiple
comparison test. P < 0,05 was considered significant.

Results

Astragaloside TV (3-30mgkg ') administered omlly
reduced the ethanolinduced gastric haemorrhagic lesions
in a dose-dependent manner compared with responses
obtained to control group (Figure 2A). The maximum
percentage inhibition of uleers (%  pastroprotection)
obtained with 30mgkg ' Astragaloside TV following
oral administration was 52.3 £9%,.

Similarly, carbenoxolone (3-30mgkg , given to rats
orally 30min before ethanol treatment, produced a dose-
dependent inhibition of haemorrhagic lesions (Figure 2B).
The maximum % gastroprotection obtained for the highest
dose of carbenoxolone (30mgkg 1}wa.t; B84 £ 13.6%, show-
ing carbenoxolone to be more potent than Astrmagaloside TV.

The ulcer indexes of the rats treated with T0mgkg ' of
L-NAME {12194+ 1 1.4 mm?, Figure 3A), 10 mg kg bof
indometacin  (100.96+ 11.52mm”, Figure 3B) and
lomgkg ' of NEM (11154 11.50mm® Figure 3C)
were not significantly (P = 0.05) different compared
with their respective controls treated only with saline
solution (120.57+10.79mm’, 13217+ 114mm’ and
120.57 £ 10.79 mm™). Tt is very well recognized that these
doses inhibit NO synthase (NOS), inhibit prostaglandin
synthesis and blockade the endogenous sulfhydryls,
respectively, but do not cause ulcers (Matsuda etal 1999,
Arneta etal 2003).
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Figure 2 Effect of different doses of Astragaloside IV (3-30mgkeg™") (A) and carbenoxolone (3-30mgke ") (B) administered orally, on
gastric haemorrhagie lesions induced in rats by abselute ethanol {1 mL/rat). Bars represent the mean +s.e.m., n=6. *P < {105, vs respective

contrel; Dunn's multiple comparison test after Kruskal-Wallis test.

Pretreatment with L-NAME (T0mgkg ], 5.C.) attenu-

ated the gastroprotective effect of both Astragaloside TV

(3mgkg 1} and carbenoxolone (30mghkg 1]1 (Figure 3A).
The ulcer index obtamed m the rats treated with
Astragaloside IV (87.95+ 16. Eﬁmm:) and carbenoxolone
(85.9+ 1£.0mm’)} were not significantly (£ = 0.05) differ-
ent compared with the L-NAME-pretreated controls
(12194 +114 mm:), whereas the values for Astragaloside
IV and carbenoxolone in L-NAME-pretreated rats were
significantly (P < 0.05) higher than the ulcer index values
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obtained for the same drugs in non-L-NAME-treated rats
477+ 8.60mm* and 1294 + 540mm?, respectively)
(Figure 3A).

Astragaloside TV (30mgkg '), administered orally,
produced imhibition of ethanol-mduced haemorrhagic
lesions in indometacin (10mgkg "-pretreated rats. The
ulcer index obtained for Astragaloside I'V-treated rats was
47.6+ 16.3mm". This value was significantly (P < 0.05)
different to that of the indometacin-pretreated controls
(100.96 + 11.52mm?), whereas the value for 30mgkg L

Uleer index (mm®)

(wehicle)

MNEM

Figure 3 Effect of orally administered Astragaloside IV (AsIV, 30mgke ") and carbenoxolone (CAR, 30mgke ") on gastric haemorr hasic
lesions induced by absolute ethanol (1 mL/rat) in rats pretreated with L-NAME (Mmgkeg ™', .p) (A). indometacin (10mgkeg ™", s.c.) (B) or
NEM (10mgke ™", 5.c.) () before the test drug. Bars represent the mean+sem., n==6. * P < (105, vs the respective control; Dunn’s multple
comparison test after Kruskal-Wallis test. No differences were observed between vehicle-treated control and control pretreated with the

inhibator or blocker.
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carbenoxolone (93.0 6 £ 17.9mm?) was not si gnificantly dif-
ferent (F = 0.05) from the control value (Fig 3B). There was
significant  difference (P < 0.05) between indometacin-
treated and non-indometacin-treated rats for carbenoxolone
(93.06+ 17.9 mm® vs 42.0 + 1 7.9mm?>, respectively), but not
for Astragaloside TV (47.6+ 163mm” vs 45.0+ 8.6 mm’,
respectively) (Figure 3B).

Oral administration of 30mgkg ' Astragaloside TV to
NEM (10mgkg ")-pretreated rats produced a reduction
n the ethanolinduced gastric haemorrhagic lesions. The
ulcer index obtamed following the administration of
Astragaloside TV was 413+ 11.9mm”, which was signifi-
cantly (P = 0.05) different to the NEM-pretreated control
value of 111.5+ 11.5mm’ (Figure 3C), whereas the value for
30mgkg ' carbenoxolone (75 4+ 99mm”) was not signifi-
cantly different (£ = 0.05) to the control value (Figure 3C).

Discussion

According our hypothesis, Astragaloside IV, with a
hydroxyl derivate with B-p-xylopyranosyl at position
(-3, should show anti-ulcer activity, as it was observed.
This gastroprotective effect was dose  dependent.
Therefore, Astragaloside TV is one more triterpenoid
with a hydroxyl derivate at C-3 and with anti-ulcer activ-
ity. Several plants contaiming high amounts of saponins
have been shown to possess anti-ulcer activity in several
experimental ulcer models (Borelli & Izo  2000).
Glyeyrrhizic acid, aescine (a muxture of saponins) and
momordin Ic are some examples of saponins with anti-
ulcer activity (Marhuenda et al 1993; Matsuda et al 1999).
The gastroprotective activity of those saponins are not
due to inhibition of gastric acid secretion but probably
due to activation of mucous membrane protective factors
(Borrelli & Tzzo 20000,

It is well known that ethanol produces gastric mucosal
damage within 1-3min of its instillation into the gut and
lasts for more than 2h by causing areas of focal hyper-
aemia and haemorrhage (Chandranath etal 2002).
Moreover, intragastric administration of ethanol increases
vascular permeability and vascular damage occurring in
capillaries near the luminal surface and not in the deeper
muscularis mucosa, which indicates a role for impaired
blood flow in the genesis of ethanol-induced gastric
lesions (Chandranath etal 2002). It is known that authen-
tic NO or NO donors markedly reduce the severity of
damage to the gastric mucosa induced by topical applica-
tion of ethanol (Eliot & Wallace 1998). NO, interactively
with prostanoids and sensory neuropeptides, regulates
gastric mucosal integrity in rats {Whittle et al 1990). NO
participates in the gastric defence mechanisms by regulat-
ing the gastric mucosal blood flow, acid and alkaline
secretion and gastric mucus secretion (Whittle & Lopez-
Belmonte  1993). The previous admimistration of
L-NAME, an NO-synthase inhibitor, reduced the anti-
ulcerogenic activity of Astragaloside TV, suggesting that
NO participates i the gastroprotection of this saponin.
Astragaloside IV shares several activities with NO, such as
the inhibition of leucocyte adhesion to endothelial cells
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(Zhang etal 2003). potent free radical scavenging capable
of reducing both superoxide and hydroxyl radicals (Ma &
Yang 1999) and inhibition of the production and release
of the inflaimmatory mediators interleukin-1 and tumour
necrosis factor (TNFa) (Elliot & Wallace 1998; Luo etal
2004). It has been suggested that NO acts as an antioxi-
dant in mucosal dysfunction associated with ischaemia
reperfusion or induced by ethanol or indometacin, or in
other inflamma tory conditions of the gastrointestinal tract
(Denizhasi etal 2000). Recently, protective activity a gainst
ischaemic bmin  injury has been described for
Astragaloside TV (Luo etal 2004). The results obtained
here provide the first experimental evidence that relates
the activity of Astragaloside TV with NO. It may be pos-
sible that other activity described for Astragaloside IV
occurs also through participation of NO.

As it was demonstrated here, the inhibitton of NO
synthesis by L-NAME reversed the gastroprotective activ-
ity of Astragaloside IV, suggesting that the anti-ulcer
activity of this glycoside 1s through the participation of
NO. The role of NO in gastroprotection has been widely
accepted (Elliot & Wallace 1998; Cui etal 2002). An
increase of NO levels by v-arginine (a substrate for
NOS), but not p-arginine, has been shown to reduce gas-
tric lesions induced by absolute ethanol (Brzozowski etal
1997). The mechanism underlying the L-argimine-induced
gastric protection has been described as being due to a
significant increase in  gastric mucosal blood flow
(GMBF) and angiogenesis, without reduced secretion of
mucus and bicarbonates. In contrast, treatment with NE-
nitro-L-argining (L-NNA, an inhibitor of NO synthase)
reverses the effects of L-arginine (Brzozowski etal 1997).
The opposing effects of L-arginine and L-NAME have
also been observed in other ulcer models (Elliot &
Wallace 1998; Cui et al 2002).

Prostaglandins and sulfhydryls seem to hawve little par-
ticipation in the mechanism of gastroprotection of
Astragaloside IV, because the gastroprotection of this
compound was not affected by pretreatment with indome-
tacin, a cyclooxygenase inhibitor, or NEM, a sulfhvdryl
blocker (Szabo etal 1981; Wan & Gottfried 1985), NO
appeared to be the major gastroprotective factor asso-
ciated with the mechanism of gastroprotection of
Astragaloside 1V. However, other protective mechanisms
involving the activation of capsaicin-sensitive afferent
neurons, not explored here, may be stimulated, as shown
by Oliveira et al (2004) with other triterpenoids.

The results obtained here for carbenoxolone are in
agreement with those previously reported (Wan &
Gottfried 1985; Arnieta et al 2003). As it is known, pros-
taglandins and, partially, NO and sulfhydryls, are inten-
sively imvolved in the gastroprotective mechanism of
carbenoxolone (Arneta etal 2003).

Conclusion

In this work the gastroprotective activity of Astragaloside
IV was demonstrated. Endogenous NO plays an impor-
tant role i the gastroprotective mechanism  of
Astragaloside TV on ethanol-induced gastric lesions.
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These results give additional support to our proposal that
triterpenoids with free or derivate hydroxyl at C-3 have
anti-ulcer activity.
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