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NOTA ACLARATORIA

El presente trabajo de tesis contiene informacion innovadora, la cual se encuentra
en proceso de patente, razon por la cual s6lo se nombrara DGS al compuesto
aislado de una planta llamada Lp. No se proporcionara informacion sobre el
analisis espectrofotrométrico y espectroscoépico del compuesto, ya que este
tramite asi lo exige. Ademas, por obvias razones no se aportara informacién
sobre la planta (historia, descripcion, propiedades, etc.) con el propédsito de
proteger la patente.

Los componentes DGS y RGS son dimeros de un compuesto mayoritario
presente en la planta al que llamaremos Z-LGS. Ante cualquier duda se incluird

una lista con las claves y su descripcion.
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Planta

DGS-

[

RGS-

LISTADO DE CLAVES

Planta estudiada de la cual se aisl6 el DGS.

-Compuesto con actividad gastroprotectora, dimero de

Z-LGS.

Compuesto mayoritario de la planta Lp.

-Dimero del Z-LGS e isobmero de DGS.
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l. INTRODUCCION

Actualmente existen farmacos para el tratamiento de la Ulcera péptica, como son
los antiacidos, los antisecretores y los citoprotectores. Sin embargo, este
padecimiento sigue teniendo un alto indice de morbilidad y mortalidad, se estima
gue a nivel mundial 237 mil personas murieron en el afio 2000 a causa de esta
enfermedad, por lo cual se buscan nuevas alternativas en la terapéutica. Una de
estas opciones es la herbolaria, de la cual se desprende Lp, una planta poco
estudiada, pero con excelente prestigio en la medicina tradicional mexicana para
enfermedades del sistema respiratorio. Ademas, de esto también se aplica en
padecimientos del sistema nervioso, cardiovascular, linfatico y gastrointestinal. De
este Ultimo cobra importancia la presente investigacion, ya que Lp es recetado
para aliviar el dolor causado por principios de Ulceracion e indigestion estomacal.

En el presente trabajo se investigo las propiedades gastroprotectoras del DGS vy si
en su mecanismo de accion se encuentran involucrados los grupos sulfhidrilo,

prostaglandinas y el 6xido nitrico.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO
2. 1 Ulcera géstrica

2.1.1 Definicion
Se denomina Ulcera gastrica al segmento escoriado de la mucosa gastrointestinal

que penetra hasta la capa muscular (Guth, 1973), dicho proceso ocurre cuando
hay una alteracion en el balance normal, inducido por factores agresivos o por una
disminucion en la resistencia de la mucosa (Borrelli e 1zoo, 2000). En tanto que las
alteraciones restringidas s6lo a mucosa, se denominan erosiones (Guth, 1973).
Las principales formas de Ulcera, de acuerdo a su localizacién, son la Ulcera
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 la tlcera duodenal, la caracteristica mas importante es el aumento de masa de
las células parietales acompafiado de un incremento en la capacidad secretora,
ademas aumenta el ritmo de vaciamiento gastrico en pacientes con Ulcera
duodenal y esto ocasiona un aumento de carga &cida para el duodeno, sobre todo
durante la segunda media hora después de la ingesta de alimentos (Sodeman y
Sodeman 1984).

Las uUlceras dependiendo de la hipersecrecion de acido producido, se clasifican
principalmente en dos grupos: Ulceras tipo 1 y 2. En las Ulceras tipo 1, que se
producen en el estdbmago, hay poca o ninguna hipersecrecion de acido. Las
Ulceras tipo 2 abarcan tanto gastricas, astrales, prepiléricas y duodenales; se

caracterizan por la hipersecrecion (Brunton, 1996).
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2.1.2 Etiologia

El resultado de una zona localizada de necrosis y digestion del revestimiento del
tubo digestivo es el desarrollo de la Ulcera péptica. Esto deja una zona sin moco
en la mucosa gastrica, susceptible a la posterior digestion. La causa ordinaria de
la Ulceracién péptica es el desequilibrio entre la secrecién de jugo gastrico, el
grado de proteccion producido por la barrera mucosa gastrointestinal 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 érganos vecinos o creando una perforacion libre
en la cavidad peritoneal. Casi siempre hay actividad regeneradora, que en
cualquier momento puede lograr la curacion de la Ulcera, especialmente si esta se
protege del jugo géstrico (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, existen
cuatro posibles causas: a) calidad en la secrecion del moco anormal, el cual tiene
un poder protector reducido, b) disminucion de la secrecibn de moco,
c) incapacidad de los mecanismos de retroalimentacion duodeno gastricos
normales para limitar la magnitud del vaciamiento gastrico hacia el duodeno y d)

incapacidad de los mecanismos de retroalimentacion de secretina pancreatica.

2.1.3 Patologia

La fisiopatologia de la enfermedad por secrecion acida puede considerarse como
un desequilibrio entre los factores agresivos como son: la secrecion de acido y

pepsina, factores externos como el uso de AINEs, infeccién con Helicobacter
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pylori y las defensas locales de la mucosa, constituidas por la secrecion de moco,
bicarbonato, prostaglandinas, 6xido nitrico, neuronas sensibles a la capsaicina y
grupos sulfhidrilo (Borrrelli e 1zoo, 2000, Brunton, 1996; Tsukimi y Okabe, 2001).

Tanto la Ulcera gastrica como la duodenal son mas frecuentes en fumadores, la
Ulcera gastrica parece predominar entre los consumidores habituales de la acido
acetilsalicilico. 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, como el
aumento de la secrecioén del acido, incremento del flujo duodeno gastrico y retardo
de la curacion de las ulceras (Samet, 2002). Los corticosteroides, alcohol, café,
indometacina, fenilbutazona y reserpina predisponen a padecer 0 agravar la
Ulcera péptica por su capacidad de modificar las caracteristicas del moco gastrico,
debido a que inhiben la produccién de prostaglandinas, por interferir con la
produccién de la célula epitelial o por aumentar la secrecion del &cido (Lanza,
1984; Shorrock et al., 1990; Valadez, 1989). Asi mismo la Ulcera péptica es mas
frecuente en pacientes con artritis reumatoide. 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 infeccion por esta bacteria
provoca mas del 90% de las Ulceras duodenales y mas del 80% de las géastricas
(Marshall y Warren, 2005) a través de un incremento en la secrecion de acido
gastrico, induccién metaplasma gastrica en el duodeno, alteracion en la mucosa e

induccién de la formacién de metabolitos inflamatorios de la mucosa gastrica,



Efecto gastroprotector de DGS aislado de Lp: participacion de grupos sulfhidrilo,
prostaglandinas y 6éxido nitrico en su mecanismo de accion.

ademas esta asociada a la mayoria de los casos de gastritis superficial crénica,
Ulcera péptica, cancer gastrico, atrofia gastrica y linfomas de mucosa gastrica
(Torres, 2003). Los genes del H. pylori y su secrecion de toxinas le permiten
adherirse al estdbmago con mayor facilidad que otras bacterias con lo que
aumenta su patogenicidad en el desarrollo de Ulceras (IMSS, 2004; Blazer y

Parsonnet, 1994).

2.1.4 Sintomatologia

El dolor es el sintoma mas notable de la Ulcera péptica, que se caracteriza por ser
cronica y periodica en relacion con la ingestion de alimentos. El dolor suele ser
agudo o sordo y se describe como una sensacion de ardor, vacio o pesadez en la
parte alta del estbmago (Simita y Thies, 1989).

Ademas se presentan sintomas como: nauseas, vOmito, anorexia y pérdida de
peso, estos se pueden producir por hipersensibilidad de la zona lesionada. El
vomito del jugo gastrico se presenta en caso de  hipersecrecion del mismo
(Valadez, 1989). Se pueden presentar algunas complicaciones en la Ulcera péptica
como: sangrado que es lo mas frecuente, fenbmenos obstructivos y penetracion

hacia 6rganos vecinos o el peritoneo (Scoll, 1994).

2.2 Modelos experimentales de Ulcera

Los modelos experimentales de Ulcera se deben reproducir, tan cerca como sea
posible este padecimiento y se realizan con el proposito de evaluar la eficacia de
los tratamientos terapéuticos. La Ulcera gastrica puede ser inducida en ratas por

una variedad de métodos como: ligaduras del piloro, dieta de glucosa,
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administracién de etanol, farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINES),
agentes necrosantes y estrés. De los cuales solo se profundizara en el modelo

de la administracion con etanol.

2.2.1 Lesiones gastricas inducidas por etanol

Las lesiones son producidas por la administracion intragastrica de etanol en
cantidades que van de 0.5 a 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 a 3 minutos después de su administracion, antes de la
aparicion de lesiones hemorragicas, las cuales aparecen de 1-2 horas después de
la administracion de etanol (Szabo et al., 1985; Galvin y Szabo 1992). El etanol en
altas concentraciones promueve la solubilizacion de la capa de la mucosa
gastrica, el agotamiento de la mucina intracelular con una difusiéon luminal de
mucosustancias. El etanol en forma concentrada también causa una rapida
destruccion de las células epiteliales de la mucosa con la formacion de areas
necroticas, haciendo posible la penetracion del etanol y macromoléculas a traves
del tejido subyacente lo que ocasiona que el dafio gastrico pueda aumentar en su
profundidad. Existe una relacion entre el dafio gastrico inducido por etanol con la

reduccion en los niveles de moco y de grupos sulfhidrilo (Szabo y Goldberg, 1990).

2.3 Tratamientos de la Ulcera

Los farmacos empleados en el tratamiento de la Ulcera tiene como objetivo
contrarrestar los factores agresivos o estimular los factores que defienden a la

mucosa gastrica tales como moco, bicarbonato, flujo sanguineo y 6xido nitrico
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(Borrelli e 1zzo, 2000). Los farmacos empleados en el tratamiento de la Ulcera
gastrica se clasifican en: antiacidos, antisecretores y citoprotectores (Hoogerwerf y

Pasricha 2001).

2.3.1 Antiacidos

Los antiacidos pueden definirse como sustancias que consumen los protones H*
secretados por las células parietales, sin interferir directamente con los procesos
de secrecion. Los antiacidos mas utilizados son los no absorbibles, principalmente
sales de aluminio y magnesio. Los antidcidos absorbibles se usan en forma
limitada en la actualidad, sin embargo el bicarbonato de sodio todavia tiene un
amplio uso (Flores y Espulgues, 1999).

Los principales problemas de los antiacidos se relacionan con su tiempo de corta
accion, sus efectos adversos son constipacion, diarrea, sindrome de lacto
alcalosis, hipercalcemia, nefrolitiasis y blogueo intestinal para la absorcion de

fosforo.

2.3.2 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).

2.3.2.1 Antimuscarinicos

Este tipo de compuestos, como la pirenzepina, bloquean los receptores
muscarinicos del tipo M* e inhiben de esta forma la secrecién gastrica estimulada

por la acetilcolina (Bays y Finch, 1990). El uso de la pirenzepina esta limitado por
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sus efectos adversos, siendo los mas frecuentes resequedad de la boca y vision
borrosa. La reaccion adversa mas grave es el estado de confusibn mental con
pérdida de memoria reciente, el peligro de su aparicibn aumenta con la edad.
(Flores y Espulgues, 1999). Entre otros antimuscarinicos se encuentran también la
metantelina, propantelina, daranzepina, y telenzepina (Bertaccini y Coruzzi, 1985).
2.3.2.2 Antagonistas de los receptores H,

Este grupo de compuestos sin duda es una de las clases mas importantes de
medicamentos en el tratamiento de las Ulceras pépticas. Son farmacos que
antagonizan competitivamente la accion de la histamina sobre los receptores H;
(Brunton, 1996). El primero en uso clinico fue la cimetidina, la cual retiene el anillo
imidazol de la histamina. En los productos mas recientes, el anillo imidazolico es
reemplazado por un furano (ranitidina) o tiazol (famotidina y nizatidina) (Brunton,
1996). Los efectos adversos mas comunes de algunos de estos farmacos son
desdrdenes mentales, pérdida de la libido e incremento de creatinina y
transaminasa en el plasma (Espejo y Noguez, 1990).

2.3.2.3 Inhibidores de la ATPasa H" /K" (Bomba de protones)

Son medicamentos de uso relativamente reciente, tales como el omeprazol,
pantoprazol y lansoprazol los cuales son derivados de bencimidazol.

El omeprazol es un profarmaco, ya que el mismo no interacciona con la bomba de
protones, sino que requiere de la conversién a un componente tetraciclico activo
por el medio &cido existente en el canaliculo secretor de la célula parietal. Este

compuesto reacciona rapidamente formando uniones disulfuro con los residuos
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de cisteina de la cadena a del sector luminar de la ATPasa-H+/K+ y origina el
denominado complejo inhibidor (Flores y Espulgues, 1999).

El lansoprazol y pantoprazol tienen un mecanismo de accién idéntico al omeprazol
ya que no inhiben directamente la actividad de la ATPasa-H+/K+, sino que actian
por sus dos metabolitos activos (Flores y Espulgues, 1999).

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

2.3.2.4 Antagonistas de la gastrina

Diversas sustancias funcionan como antagonistas de la gastrina, por su gran
similitud estructural con la colecistocinina. Incluyendo derivados del acido
glutaramico (proglumida), analogos del triptofano (benzotript) y de las
benzodiazepinas. 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, sélo
representa una posibilidad tedrica puesto que no se ha demostrado su utilidad

practica (Flores y Espulgues, 1999).

2.3.3 Citoprotectores
La citoproteccion es la propiedad que tienen ciertos compuestos como las
prostaglandinas, para proteger varios 6rganos del aparato digestivo del dafio

causado por agentes nocivos (Szabo y Goldberg, 1990).
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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, una directa y otra adaptativa (Kontureck, 1990). Se
conoce como citoproteccion directa a la proteccion de la mucosa gastrica
provocada por la administracion de prostaglandinas exdgenas (Kontureck, 1990;
Tsukimi y Okabe. 2001).

La citoproteccion adaptativa se ha denominado asi, debido a que esta mediado
por la liberaciobn enddgena de las prostaglandinas de la mucosa gastrica
(Kontureck, 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%, NaCl del 2-4%, HCI del 0.2-0.35M, NaOH del 0.05-0.075M, café, chile o
agua a 70°C, los cuales previenen las lesiones macroscopicas de la mucosa
provocada por agentes necrosantes como etanol al 100%, HCI 0.6M, NaOH 0.2M
y NaCl al 25 % (Robert et al., 1983).

La importancia de las prostaglandinas endogenas en la modulacion de los
mecanismos de defensa de la mucosa, se deriva de diversas observaciones que
apuntan a que los AINEs son potentes inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas, capaces de dafiar a la mucosa gastrica. La generacion local de
prostaglandinas en la mucosa gastrica es considerada como la responsable de la
adaptacion de la mucosa al ataque de 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
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vasculares a agentes nocivos, aunque este no es el Unico mecanismo de
proteccién implicado. Al respecto se sabe que las prostaglandinas ademas son
capaces de estimular la secrecion basal de moco y bicarbonato, incrementar asi
el gradiente de pH en el epitelio gastro-duodenal. También las prostaglandinas
reducen la secrecion de acido e incrementan la capa de los fosfolipidos. Estudios
microscopicos han revelado que el mayor impacto citoprotector de las
prostaglandinas es a nivel de submucosa y no tanto en la superficie de la mucosa
(Kontureck et al., 1987; Shorrock y Rees, 1988)

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

2.3.3.1 Sucralfato

Este es una base de aluminio que en condiciones acidas forma una sustancia
viscosa que se une a la superficie de las células epiteliales y a la base de los
crateres ulcerosos. La afinidad por la base del crater es mucho mayor que la
superficie epitelial y es dificil de lavar el gel del crater. Es probable que la unién
con los crateres sea la principal accion terapéutica del sucralfato. Este compuesto
estimula la formacion de prostaglandinas en la mucosa géstrica, ejerciendo una
accion “citoprotectora” ( Ligumsky et al., 1984), se ha descrito que el sucralfato

estimula el transporte de bicarbonato hacia la mucosa gastrica y duodenal, asi
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como también incrementa la viscosidad del moco y mantiene un flujo sanguineo
adecuado en las células subepiteliales gastricas (Rees, 1991).

El sucralfato es bien tolerado y son muy pocos los casos en que es necesario
interrumpir el tratamiento. Este tratamiento obliga a reajustar la dosis de muchos
farmacos debido a que este modifica su absorcién y biodisponibilidad (Flores y
Espulgues, 1999).

2.3.3.2 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
produccién de prostaglandinas y mucina, ademas de poseer un importante efecto
bactericida (Hoogerwerf y Pasricha, 2001). Estos compuestos no tienen capacidad
neutralizante para el acido clorhidrico si no que inhiben a la pepsina, aumenta la
secrecién de moco e interactlan con proteinas en el crater necrético de la Ulcera
y forman una barrera contra la difusion del acido. Los coloides de bismuto también
producen desprendimiento de H. pylori del epitelio gastrico, con la consiguiente
eliminacion de la bacteria (Brunton, 1996).

2.3.3.3 Carbenoxolona

La carbenoxolona es un triterpeno pentaciclico derivado de la hidrdlisis del acido
glicirrizico; fue uno de los primeros medicamentos empleados contra la Ulcera y
no afecta la secrecion géastrica. Se ha encontrado que la carbenoxolona
incrementa la vida media del epitelio gastrico, inhibe la actividad péptica, estimula

la secrecion de moco y bicarbonato, inhibe la difusion del &cido, incrementa la
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produccién de prostaglandinas e inhibe a las enzimas que metabolizan a las
prostaglandinas (Takeuchi et al., 1998).

2.3.3.4 Anélogos de prostaglandinas

Debido a que la administracion de prostaglandinas puede proteger a la mucosa
gastrica contra diversas agresiones ulcero génicas, se han desarrollado analogas
de metabolizacion lenta (O brien et al., 1986). Estos incluyen analogos de la PGE;
como el misoprostol y rioprostil, ademas analogos PGE, como el arbaprostil,
emprostil y trimoprostol. Estos farmacos estan indicados para la prevencion de
dafo a la mucosa causado por AINEs (Hoogerwerf y Pasricha, 2001.; Espulgues,
1999).

El efecto adverso mas comunmente reportado por la administracion de misoprostol
es la diarrea con o sin dolor abdominal y calambres. El misoprostol esta
contraindicado en mujeres embarazadas ya que es un potente abortivo, pues
incrementa las contracciones uterinas (Hoogerwerf y Pasricha, 2001).

2.3.4 Citoprotectores independientes de prostaglandinas

Estas proteccion incluye sustancias citoprotectoras que no estimulan la biosintesis
de prostaglandinas en la mucosa gastrica. Entre estos compuestos se encuentran
grupos sulfhidrilo, factores de crecimiento epidérmico, somatostatina, meciadanol
y algunos antibiéticos.

2.3.4.1 Grupos sulfhidrilo

En 1981 Szabo reporté que los compuestos que contienen grupos sulfhidrilo
protegen a las ratas de las erosiones inducidas por etanol. De estas

observaciones se deduce que los grupos sulfhidrilo son citoprotectores de la
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mucosa gastrica y que puede mediar en la citoproteccion inducida por
prostaglandinas. Los grupos sulfhidrilo  son requeridos para sintesis de
prostanoides y para la actividad 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 adhesion de las células (Szabo et
al., 1981; Kontureck et al., 1987, Shorrock y Ress, 1988).

2.3.4.2 Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico es un polipéptido producido por las glandulas
salivales y de Brunner. Estimula la sintesis del ARN y ADN en la mucosa, ademas
favorece el crecimiento, la diferenciacion celular y acelera la reparacion de la
mucosa. Es un poderoso inhibidor de la secrecion &cida gastrica pero a dosis no
antisecretoras ha mostrado que protege al estbmago de erosiones agudas
producidas por acido acetilsalicilico, se ha demostrado que es tan efectivo como la
cimetidina en la curacion de Ulceras producidas por estrés en ratas, dicho efecto
puede estar mediado por la somatostatina enddgena sin embargo, el papel del
factor de crecimiento epidérmico en la defensa gastroduodenal humana no ha
sido del todo definida (Shorrock y Ress, 1988; Allen et al., 1992)

Se ha encontrado que farmacos antiulcerosos tales como el sucralfato y bismuto
coloidal enlazan el factor de crecimiento epidérmico y lo transportan al area
Ulcerada (Kontureck, 1998).

2.3.4.3 Meciadanol

El meciadanol es un inhibidor de la actividad de la histamina descarboxilasa ,

tiene una potente accion gastroprotectora contra el dafio producido por etanol y
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acido acetilsalicilico lo que puede deberse a la disminuciéon de la formacion de
histamina en la mucosa (Kontureck, 1990).

2.3.4.4 Sulglicétido

El sulglicotido es un glicopéptido en forma de sal sddica. Este se comporta como
un agente que cubre la mucosa y su accidon citoprotectora parece estar
relacionada a la estimulacion de la produccion de prostaglandinas
gastrointestinales e intervienen en el mecanismo de estabilizacion de la estructura
lisosomal en las células de la mucosa (Brunton, 1996).

2.3.4.5 Alginato

El alginato es un compuesto capaz de poner una barrera mecanica al reflujo
esofagico del contenido gastrico 4cido. La actividad terapéutica de los alginatos,
deriva en una transformacion local de la suspension de este polimero que protege
mecanicamente a la mucosa géstrica de lesiones inducidas por acido clorhidrico,
reduce la acidez del jugo gastrico y evita el reflujo esofagico (De Vicentis et al.,

1991).

2.3.5 Mecanismos de Gastroproteccion

En general, los mecanismos de la mucosa gastrica, para la proteccién 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 motilidad son acciones funcionales; la sintesis, secrecion de

prostaglandinas y la liberacién de 6xido nitrico (NO) son funciones humorales. La
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sensibilidad de las neuronas a la capsaicina desencadena acciones neuronales.
(Tsukimi y Okabe, 2001).

2.3.5.1 Factores funcionales

La secrecion de bicarbonato a través de la mucosa gastrointestinal forma parte de
la barrera moco-bicarbonato del estomago, éste neutraliza el acido que se
encuentra en la mucosa gastrica y duodeno, por consecuencia contribuye 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 demostrado estimular a la secrecion de bicarbonato
tanto, in vivo, como in vitro (Furukawa et al., 1999; Tkahashi et al., 1999). Ademas,
en si el moco participa en la proteccion de la mucosa por la formacion de una capa
viscosa, que impide que el acido 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 luminar, esta participa en la disminucion del dafio
gastrico causado por el &cido en el estémago y duodeno.

Ademés la motilidad juega un papel importante en la prevencién de lesiones
provocadas por estrés, asi como, por los farmacos anti-inflamatorios no
esteroidales (Tsukimi y Okabe, 2001). Meersereau en 1982, fue el primero que
reporto la importancia de la hipermotilidad del estémago en la génesis de las
lesiones gastricas en respuesta a los AINEs. La amplitud de las contracciones y la
restriccion temporal del flujo sanguineo de la mucosa provocadas por los AINEs

reducen la resistencia de la mucosa gastrica.
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Por otra parte se ha observado un incremento en la afluencia sanguinea de la
mucosa gastrica después de un tratamiento con irritantes suaves que es inhibida
con indometacina y que la administracion previa de N-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME) da como resultado un empeoramiento de las lesiones provocadas por
irritantes, lo cual sugiere que la microcirculacion tiene un papel muy importante en
la proteccion de la mucosa gastrica.

2.3.5.2 Factores neuronales

Las neuronas sensoriales 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 y neuroquinina. Se ha observado 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
hiperemica en la mucosa gastrica, la cual es inhibida por la abolicion 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).

2.3.5.3 Factores humorales

Se ha observado que los niveles de las PGs en la mucosa se incrementan
después de la administracion de los llamados irritantes suaves. La proteccion
proporcionada por lo irritantes suaves es eliminada casi en su totalidad por
indometacina, esto lleva a la conclusion de que los irritantes suaves protegen a la

mucosa gastrica por estimulacion de la COX1 vy liberacion de PGs al estbmago

17



Efecto gastroprotector de DGS aislado de Lp: participacion de grupos sulfhidrilo,
prostaglandinas y 6éxido nitrico en su mecanismo de accion.

(Tsukimi Y Okabe, 2001).En contraste la COX2 se considera como responsable de
la produccion de PGs en los sitios inflamados (Gretzer et al., 1998).

Se ha descrito que los agentes liberadores de NO, tales como nitroglicerina y
nitroprusiato de sodio inhiben las dafios hemorragicos de la mucosa gastrica
inducidos por HCI 50 mM o etanol al 70%. Por el contrario, los inhibidores de la
oxido nitrico sintetasa (SON) tales como NG-nitro-L-arginina (L-NA) y el L-NAME
inhiben la accién citoprotectora de los irritantes suaves, por lo que se considera
gue el NO tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la integridad de

la mucosa (Tsukimi y Okabe 2001).

2.4 Principios activos aislados de plantas con actividad antiulcerosa

2.4.1 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de cerca de 4000 compuestos naturales con un
amplio rango de efectos terapéuticos, incluyendo actividad gastroprotectora.
Varios mecanismos se han propuesto para explicar los efectos gastroprotectores
de los flavonoides; incluyendo el incremento en el contenido de prostaglandinas
en la mucosa, disminucion de la secrecion de histamina por inhibicion de
histamina descarboxilasa e inhibicion del crecimiento de Helicobacter pylori,
ademas de atribuirseles el efecto de atrapar radicales libres, los cuales juegan un
papel importante dentro de la erosion y la Ulceracion en el tracto gastrointestinal.
Por su baja toxicidad y sus amplias propiedades reportadas se pronostica que los
flavonoides son 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).
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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 (Borrelli e 1zoo, 2000). El flavonoide (-)
epicatequina se aislo e identificO 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 secrecion acida

(Navarrete et al., 2001).

2.4.2 Saponinas

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas y de forma
particular como glucésidos. De acuerdo con su estructura de aglicona o
sapogenina, se reconocen dos tipos de saponinas; esteroidales o tipo triterpenoide
(Borrelli e 1zoo, 2000).

Varias plantas contienen grandes cantidades de saponinas por lo que presentan
actividad antiulcerosa en varios modelos experimentales de Ulcera: las saponinas
aisladas de Panas japonicus y del fruto de Kochia scoparia han demostrado
poseer propiedades gastroprotectoras, dicha actividad no es debida a la
inhibicion de la secrecion de acido gastrico, sino que probablemente se deba a la
produccién de moco y de factores protectores de la membrana (Borrelli e 1zoo,

2000).

2.4.3 Taninos

Los taninos son utilizados en la terapéutica por sus propiedades astringentes, son

capaces de alterar la capa exterior de la mucosa logrando disminucién de la
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permeabilidad y aumentando la resistencia al dafio o irritacibn por agentes
quimicos, sin embargo, la correlacidon entre la estructura molecular de los taninos
y la actividad astringente/antiulcerosa es poco conocida (Borrelli e 1zoo, 2000).
Las altas concentraciones de taninos causan coagulacion de las proteinas de la
capa profunda de la mucosa, dando como resultado inflamacion, diarrea y vomito.
Varias plantas con actividad anti-ulcerosa contienen taninos. El extracto crudo de
Linderae umbellatae exhibié actividad anti-péptica y anti-ulcerosa, estos efectos

pueden estar relacionados con la presencia de taninos.

2.4.4 Gomas y mucilagos

Las gomas y mucilagos son compuestos quebradizos, amorfos, transparentes o
traslicidos, que absorben agua facilmente formando masas gelatinosas o
soluciones coloidales viscosas. Los farmacos mucilaginosos tienen la propiedad
de cubrir y proteger la mucosa del estbmago por lo que son usados para el
tratamiento de la Ulcera gastrica, ejemplos de plantas que contienen mucilagos
son: Althaea officinalis, Cetraria islandica, Malva silvestres, Matricaria chamomilla
y distintas especies de Aloe sp.

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 un polisacarido. La
goma guar incrementa la velocidad de recuperacion cuando se induce el dafio
gastrico por estrés en ratas. Los mecanismos de accion gastroprotectores
propuestos para esta goma son: reduccion de la acidez, incremento en la

secrecién de moco y proteccion mecanica, sin embargo, en pacientes con Ulcera
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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.

2.4.5 Alcaloides

La atropina, aislada de Atropia Belladona, fue utilizada como antiulcerosa
(Pendleton et al., 1987). Por su accién antisecretora, por inhibir la accién de la
acetilcolina. Ademés de estos muchos otros alcaloides como la escopolamina,
anisodina, anisodanina, aislados de la scopolia, son efectivos agentes
antiulcerosos en distintos modelos de Ulcera. Dichos alcaloides pueden inhibir la
secrecion de &cido, y la actividad de la pepsina e incrementar la barrera de la
mucosa. (Zhang et al., 1990).

De la raiz de Sophora subprostrata se ha aislado a la matrina y a la oximatrina.
Estos alcaloides tambien inhiben la secrecidn gastrica en ratas a una dosis de 10-

50 mg/Kg e inhiben la formacion de ulcera a 250 mg/Kg (Yamazaki, 1983).

2.4.6 Aceites

El aceite de Hyptis mutabilis Briq posee un efecto gastroprotector en ratas sobre
lesiones inducidas por indometacina administrada por via subcuténea, el
mecanismo de accion de este aceites es desconocido (Barbosa y Ramos, 1992)

La emulsidon formada con aceite de la semilla de Brucea javanica inhibid
significativamente las lesiones gastricas inducidas por ligacion de piloro, acido
acetilsalicilico, estrés y Ulcera gastrica cronica por acido acético en ratas (Xue et

al., 1996)
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2.4.7 Triterpenoides

EL acido oleandlico que puede ser extraido de Prosopis glamulosa, Calendula,
Heliantus y Solidazo, es un triterpeno que presenta actividad antiulcerosa en
Ulceras inducidas por &cido acetilsalicilico, indometacina, reserpina y tetragastrina.
La &cido acetilsalicilico 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 B-lupeol
aislado de Spilanthes ocymifolia, el tarexesol aislado de Taraxacum officinale vy 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). Del extracto metandlico de la corteza de Amphytergium adstringens se
aislaron e identificaron el acido 3a -hidromasticadiendnico, 3-epi-oleandlico y al B-
sitosterol como los componentes responsables de la accion gastroprotectora de
esta planta medicinal en el modelo de induccién de lesiones gastricas por etanol
absoluto (Navarrete et al., 1990; Arrieta et al., 2003). De la corteza de la raiz de
Hippocrate excelsa se aislaron e identificaron al sitosterol-3-o-B-glucosido, al B-
sitosterol y la mezcla de a- y B-amirinas como los metabolitos responsables de la
actividad gastroprotectora en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol
en ratas (Navarrete et al., 2001). ElI B-lupeol aislado de Pseudobombax ellipticum
(Mocoque) presenta actividad antiulcerosa, en cuyo mecanismo de accion
participan de manera importante las prostaglandinas y los grupos sulfhidrilo, en
tanto que el 6xido nitrico esta parcialmente involucrado (Sandoval, 2004). En

contraste el glicésido triterpénico astragalosido IV aislado de Astragalus
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zahlbruckneri, present6é actividad gastroprotectora y el éxido nitrico participa de

manera importante en su mecanismo de accion (Navarrete et al., 2005).

23



Efecto gastroprotector de DGS aislado de Lp: participacion de grupos sulfhidrilo,
prostaglandinas y 6éxido nitrico en su mecanismo de accion.

[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de la medicina tradicional mexicana la planta Lp goza de una gran
aceptacion para afecciones en el sistema respiratorio y un amplio uso en
infecciones bacterianas; de menor forma se recomienda para la indigestion
estomacal y el dolor asociado a principios de Ulceracion. Sin embargo,

no se ha demostrado que el Lp posea actividad gastroprotectora.

Lo anterior condujo a plantear la necesidad de realizar el estudio de la actividad
gastroprotectora de los extractos de Lp y del compuesto DGS, uno de los
principales dimeros del Z-LGS. Conjuntamente se indagara si los grupos
sulfhidrilo, prostaglandinas y el oxido nitrico se encuentran involucrados en el

mecanismo de accion.
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IV. HIPOTESIS

Se espera que los extractos de la planta Lp presenten actividad gastroprotectora y
que el DGS sea el componente responsable del efecto gastroprotector. Igualmente
sera posible determinar el grado de participacion de las prostaglandinas, el éxido

nitrico y de los grupos sulfhidrilos en su mecanismo de accion
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V. OBJETIVO

Determinar el efecto gastroprotector de los extractos de Lp y de DGS, uno de los
componentes principales de esta planta medicinal. Asi mismo, evaluar el grado de
participacion de los grupos sulfhidrilo, prostaglandinas y Oxido nitrico en su
mecanismo de accion, utilizando el modelo de induccién de dafio gastrico con

etanol en rata wistar.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Aparatos

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones Modelo |l 684.
Los espectros de RMN 'H, *C se efectuaron en un Espectrémetro de
Resonancia Magnética Nuclear Varian Modelo Unity INOVA 300 o 400MHz. Los
espectros en el IR se obtuvieron en pastilla de KBr y se midieron en un
espectrometro Perkin Elmer 59913. Los espectros de masas por impacto
electronico se obtuvieron utilizando un espectrometro JEOL SX 102 mediante

inyeccion directa con una energia de ionizacion de 70eV.

6.2 Animales

Se utilizaron ratas macho wistar con un peso de 180-220 g, procedentes del centro
UNAM-Harlan (Harlan México S.A de C.V), que se trataron segun la NOM-062-
Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidados y usos de
animales de laboratorio). Los animales se colocaron en jaulas individuales con
piso de malla para evitar la coprofagia, privandolos de alimento 24 horas antes del
experimento y permitiéndoles el libre acceso al agua. Todos los experimentos se

realizaron con grupos formados por seis a ocho ratas.

6.3 Extractos de Lp

Un kilogramo de raices secas y molidas se fraccionaron en cuatro partes (250 g),
las cuales se maceraron con 750 mL, en cada uno de los siguientes disolventes:

acetona, diclorometano, hexano y metanol durante 72 horas. Los extractos
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obtenidos se concentraron a presion reducida en un evaporador rotatorio. Este

procedimiento se repitid tres veces continuas.

6.4 Decoccion de Lp

20g de raices secas y molidas de Lp en 500 mL de agua destilada se calentaron a
ebullicion por 10 minutos. La decoccién resultante se concentrd a temperatura
ambiente con una corriente de aire colocandola en pequefias porciones en forma

de capas delgadas.

6.5 Extraccion del DGS.

Los extracto de diclorometano y hexano, que presentaron el mayor efecto
gastroprotector y la presencia de un componente mayoritario comun, se
adsorbieron en wuna proporcion 1:1 con silica gel 60 (0.063-0.2 mm),
inmediatamente se realizé una percolacion (separacidbn gruesa) por
cromatografia en columna abierta fase normal, con un lecho cromatografico en
proporcion 1:3, se utilizaron diferentes gradientes de la mezcla de hexano-acetato
de etilo y se colectaron fracciones de 500 mL. La fracciébn donde se encontrd
mayoritariamente el DGS fue nuevamente adsorbida y separada de la misma
forma, pero con un lecho en proporcién 1:10, y con mas gradientes del sistema de
elusion, colectandose fracciones de 20 mL. La identificaciéon del compuesto se
realiz6 por resonancia magnética nuclear de hidrogeno, Carbono 13,
espectroscopia de infrarrojo y por espectrometria de masas, ademas del punto de

fusion. Diagrama 1.
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Extractos diclorometano y hexano

Adsorcion del extracto con gel de silice (1:1)

Separacién por cromatografia en columna abierta de fase
normal
(lecho cromatogréafico en proporcion 1:3)

Sistema de elusion
Hexano-acetato de etilo

Colecta de fracciones de
500 mL

Adsorcién de la fracciéon en donde se encuentra
mayoritariamente el DGS en silca gel 60 (1:1)

Separacion por cromatografia en columna abierta
(lecho cromatogréfico en proporcion 1:10)

Sistema de elusion
Hexano-acetato de etilo

Colecta de fracciones de
20 mL

Identificacion del DGS por métodos espectroscopicos,

espectrométricos y punto de fusion.

Diagrama 1. Extraccion de DGS

29



Efecto gastroprotector de DGS aislado de Lp: participacion de grupos sulfhidrilo,
prostaglandinas y 6éxido nitrico en su mecanismo de accion.

6.6 Compuesto, farmacos y dosificacién

El DGS (aislado de Lp) se suspendio en Tween 80 al 0.5% y se administrd
intragastricamente a la dosis requerida momentos antes de cada experimento. La
indometacina (98% de pureza) se disolvié en una solucion de NaCl al 0.9% y
NaHCO; al 5% (Wan y Gottfried, 1985) administrdndose via subcutanea a una
dosis de 10 mg/kg. El éter metilico de N®-nitro-L-arginina (L-NAME, 98% de
pureza) se disolvio y aplicé via intraperitoneal a una dosis de 70 mg/kg. La N-
etilmaleimida (NEM, 98% de pureza) se solubilizé6 en una solucién de NaCl al
0.9% y se suministr6 via subcutanea a una dosis de 10 mg/kg. Todos los

farmacos se adquirieron de Sigma-Aldrich Corporation.

6.7 Determinacién del indice de Ulcera

Las lesiones gastricas fueron inducidas de acuerdo al método descrito por Robert
(1979), por la administracion intragéastrica de 1 mL de etanol absoluto. Después de
administrar el compuesto de prueba y del tiempo determinado, los animales fueron
sacrificados, por sobredosis de éter etilico, de forma inmediata los estbmagos se
disectaron y se llenaron con 10 mL de formol al 2%, una vez llenos se colocaron
en un recipiente que contenia la misma sustancia con que fueron llenados,
después de 15 minutos, los estbmagos fueron abiertos por la curvatura mayor y se
colocaron de forma extendida bajo un microscopio esteroscopio (X10) provisto
con un micrémetro ocular. Se calculd el area de las lesiones (mm?) en el cuerpo

del estomago, para determinar el indice de Ulcera (IU) (Navarrete et al., 1998).
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6.8 Determinacion de la gastroproteccion del los extractos de Lp

Un lote de 30 ratas se dividio en 5 grupos de seis animales que se nombraron:
vehiculo, tratamiento 1, 2, 3 y 4. Al lote tratado con vehiculo se le suministro
Tween 80 al 0.5% oralmente. En cuanto a los tratamientos, se les administré por
via intragastrica 100 mg/kg de los siguientes extractos: acetona, diclorometano,
hexano y metanol, suspendidos en Tween 80 al 0.5%, de tal forma que al
tratamiento 1, se le aplicO el extracto de acetona y asi sucesivamente.
Transcurridos 30 minutos y de forma oral se aplicé un mililitro de etanol absoluto
independientemente del peso. Dos horas mas tarde se sacrificaron los animales
por sobredosis de éter, inmediatamente se procedié a la a diseccion del estbmago
y fijacion con formaldehido al 2 %, pasados 15 minutos se procedié a determinar

el indice de ulcera (IU) (Arrieta et al., 2006), Diagrama 2.
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Rata macho wistar

Vehiculo Tratamiento 1

Administracion
del extracto de

Administracion de

Tween al 0.5% acetona
via oral via oral
(100 mg/kg)

(180-2200)

Ayuno de 24 h

Tratamiento 2

Administracion

del extracto de

diclorometano
via oral

(100 mg/kg)

30 min.

Tratamiento 3

Administracion
del extracto de
hexano
via oral

(100 mg/kg)

Administracion de 1 mL de etanol via oral

Eutanasia del animal

2 horas

Diseccion del estémago y fijacién con formaldehido al 2 %

Lectura de las lesiones gastricas

15 min.

Diagrama 2. Determinacion de la gastroproteccion de los extractos de Lp.

Tratamiento 4

Administracion
del extracto de
metanol
via oral

(100 mg/kg)
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6.9 Determinacion del efecto gastroprotector de DGS

Un lote de 24 ratas se dividié en 4 grupos de seis animales que se nombraron:
vehiculo, tratamiento 1, 2 y 3. Al lote tratado con el vehiculo se le suministré
Tween 80 al 0.5% oralmente. En cuanto a los tratamientos se les administré por
via intragastrica 10, 100 y 300 mg/kg respectivamente de DGS suspendidos en
Tween 80 al 0.5%. Transcurridos 30 minutos y de forma oral se aplico un mililitro
de etanol absoluto indistintamente del peso. Dos horas mas tarde se sacrificaron
los animales por sobredosis de éter, inmediatamente se procedi6 a la a diseccién
del estdbmago Yy fijacion con formaldehido al 2 %, pasados 15 minutos se procedi6

a determinar el indice de ulcera (IU) (Arrieta et al., 2006), Diagrama 3.

33



Efecto gastroprotector de DGS aislado de Lp: participacion de grupos sulfhidrilo,
prostaglandinas y 6éxido nitrico en su mecanismo de accion.

Rata macho wistar

(180-2209)
Ayuno de 24 h
Vehiculo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Administracion Administracion del DGS Administracion del DGS Administracién del DGS
de suspendido en Tween 80 suspendido en Tween 80 suspendido en Tween 80

Tween al 0.5% al 0.5% via oral al 0.5% via oral al 0.5%via oral

via oral (20 mg/kg) (100 mg/kg) (300 mg/kg)

30 min.

Administracion de 1 mL de etanol via oral

2 horas

Eutanasia del animal

Diseccion del estbmago y fijacion con formaldehido al 2

15 min.

Lectura de las lesiones gastricas

Diagrama 3. Efecto gastroprotector de DGS.
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6.10 Determinacion de la participacién de prostaglandinas en el mecanismo
de accién del DGS

Un lote de 28 ratas, se dividio en 4 grupos de siete animales, los cuales se
nombraron: vehiculo, control, tratamiento 1 y 2. Al lote tratado con vehiculo y
tratamiento 1, se le administr6 NaCl 0.9% y NaHCOj3; al 5% subcutaneamente, en
el control y tratamiento 2 se aplico por la misma via la indometacina disuelta en
una solucion de NaCl 0.9% y NaHCO3; al 5% (Wan y Gottfried, 1985) a una dosis
de 10 mg/kg. Después de 75 minutos, al vehiculo y control se les suministrd
Tween 80 al 0.5% intragastricamente, en el caso del tratamiento 1 y 2 por la
misma via se administré una dosis de 10 mg/kg de DGS suspendido en Tween 80
al 0.5%, pasados 30 minutos y de forma oral se aplicé un mililitro de etanol
independientemente del peso. Dos horas mas tarde se sacrificaron los animales
por sobredosis de éter, inmediatamente después se procedio a la disecciéon del
estdmago Y la fijacion con formaldehido al 2%. Pasados 15 minutos se procedié a

determinar el indice de ulcera (1U) (Arrieta et al., 2006), Diagrama 4.
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Rata macho wistar

(180-2200a)
Ayuno de 24 h
Vehiculos Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Administracion de Administracion de Administracion de
Administracion de Indometacina disuelta en NaCl 0.9% + NaHCO; Indometacina disuelta en
NaCl 0.9% + NaHCO35% NaCl 0.9% + NaHCO; 5%, 5% via s.c. NaCl 0.9% + NaHCO;3; 5%,
vias.c. via s.C. via s.c.
75 min. 75 min.
Administracion de Administracion del DGS
Tween al 0.5% via oral suspendido en Tween 80 al 0.5%
via oral
30 min.

Administracion de 1mL de etanol via oral
2 horas

Eutanasia del animal

Diseccion del estémago y fijacion con formaldehido al 2 %

15 min.

Lectura de las lesiones gastricas

Diagrama 4. Determinacion de la participacion de prostaglandinas en
el mecanismo de accion de DGS
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6.11 Determinacion de la participacion del 6xido nitrico en el mecanismo de
accion del DGS

Un lote de 28 ratas, se dividi6 en 4 grupos de siete animales los cuales se
nombraron: vehiculo, control, tratamiento 1 y 2. Al lote tratato con el vehiculo y
tratamiento 1, solo se le administré NaCl 0.9% intraperitonealmente, en el control
y tratamiento 2 se aplico por la misma via el L-NAME disuelto en NaCl 0.9% a una
dosis de 70 mg/Kg, (Matsuda et al., 1999). Después de 30 minutos al vehiculo y al
control se les suministr6 Tween 80 al 0.5% intragastricamente, en el caso del
tratamiento 1 y 2 por la misma via se administré una dosis de 10 mg/kg de DGS
suspendido en Tween 80 al 0.5%, pasados 30 minutos y de forma oral se aplico
un mililitro de etanol independientemente del peso. Dos horas mas tarde se
sacrificaron los animales por sobredosis de éter, inmediatamente se procedi6 a la
diseccion del estbmago vy la fijacién con formaldehido al 2%. Pasados 15 minutos

se procedio a determinar el indice de Ulcera (IU) (Arrieta et al., 2006), Diagrama 5.
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Rata macho wistar

(180-2200)
Ayuno de 24 h
Vehiculo Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Administracion de Administracion de  L-NAME Administracion de Administracion de  L-NAME
NaCl 0.9% via i.p. disuelto en NaCl 0.9%, via NaCl 0.9% via i.p. disuelto en NaCl 0.9%, via
i.p. i.p.
30 min. 30 min.
Administracion de Administracién de DGS
Tween al 0.5% via oral suspendido en Tween 80 al 0.5%
via oral
30 min.

Administracion de 1mL de etanol via oral
2 horas

Eutanasia del animal

Diseccion del estémago y fijacion con formaldehido al 2 %

15 min.

Lectura de las lesiones gastricas

Diagrama 5. Determinacién de la participacién del 6xido nitrico en
el mecanismo de accion de DGS.
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6.12 Determinacion de la participacién de los grupos sulfhidrilo en el
mecanismo de accion de DGS

Un lote de 28 ratas, se dividio en 4 grupos de siete animales, los cuales se
nombraron: vehiculo, control, tratamientol y 2. Al vehiculo y tratamiento 1, s6lo se
le administré NaCl 0.9% subcutaneamente, en el control y tratamiento 2 se
aplico por la misma via el N-etilmaleimida disuelta en una solucion de NaCl 0.9% a
una dosis de 10 mg/kg, (Matsuda et al 1999). Después de 30 minutos al vehiculo
y al control se les suministré Tween 80 al 0.5% intragéastricamente, en el caso del
tratamiento 1 y 2 por la misma via se administré una dosis de 10 mg/kg de DGS
suspendido en Tween 80 al 0.5%, pasados 30 minutos y de forma oral se aplico
un mililitro de etanol indistintamente del peso. Dos horas mas tarde se sacrificaron
los animales por sobredosis de éter, inmediatamente se procedié a la diseccion
del estbmago y la fijacion con formaldehido al 2%. Pasados 15 minutos se

procedid a determinar el indice de Ulcera (IU) (Arrieta et al., 2006), Diagrama 6.
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Rata macho wistar

(180-2200)
Ayuno de 24 h
Vehiculo Control Tratamiento 1 Tratamiento 2
Administracion de Administracion del NEM Administracion de Administracion del NEM
NaCl 0.9% via s.c. disuelta en NaCl 0.9% NaCl 0.9% via s.c. disuelta en NaCl 0.9%
vias.c. vias.c.
30 min. 30 min.
Administracion de Administraciéon del DGS
Tween al 0.5% via oral suspendido en Tween 80 al 0.5%
via oral
30 min.

Administracion de 1mL de etanol via oral

2 horas

Eutanasia del animal

Diseccion del estomago y fijacion con formaldehido al 2 %

15 min.

Lectura de las lesiones gastricas

Diagrama 6. Determinacion de la participacion de los
grupos sulfhidrilo en mecanismo de accién de DGS.
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VII. RESULTADOS

Los extractos de diclorometano (IU = 12.78 + 5.26 mm?) y de hexano (IU = 5.97 +
5.74 mm?) practicamente anularon el efecto del etanol para inducir dafio gastrico
(P< 0.05). De forma contraria los extractos de acetona (IU = 97.32 + 28.95 mm?),
metanol (IU = 77.76 + 24.15 mm?) y la decoccién de Lp (IU = 82.56 + 27.96 mm?)
no fueron significativamente direferentes (P>0.05) con respecto al vehiculo (IU =
99.39 + 12.32 mm?). Aunado a esto, los extractos de hexano y diclorometano no
fueron significativamente  (P>0.05) distintos entre si (Grafica 1). De estos
extractos se separé el compuesto DGS como compuesto mayoritario. EI DGS
administrado de forma intragéastrica (10-300 mg/kg) redujo las lesiones géstricas
inducidas por etanol de forma dosis-dependiente: Las dosis de 10 (IlU = 31.00 +
4.65 mm?), 100 (IU = 6.41 + 2.88mm?) y 300 mg/Kg (IU = 1.72 + 0.621mm?)
obtuvieron diferencias significativa (P< 0.05) cotejados contra el vehiculo (IU =
96.75 + 8.40 mm?) (Gréfica 2.)

El DGS ( 10 mg/kg, p.0.) no inhibié las lesiones gastricas inducidas por etanol en
ratas pretratadas con indometacina (IU = 97.3 + 10.59 mm? P>0.05) en

103.27 + 11.89 mm?),

comparacion con el grupo control de indometacina (IU

mientras que el grupo tratado solamente con DGS (IU = 33.25 + 10.33mm?) si
presentd diferencia significativa (P < 0.05) al igual que con el grupo DGS

pretratado con el farmaco (Gréfica 3).
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Graéfica 1. Efecto gastroprotector de los extractos y decoccion de Lp (100 mg/Kg, p.o.) sobre
lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas. Cada barra representa el promedio
+ EEM, n = 6. *P< 0.05 en la prueba de comparacion de medias de Dunnett, después de una
prueba de ANADEVA. Se observo diferencia significativa entre los extractos de diclorometano,
y hexano en compracion con el vehiculo.
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Gréfica 2. Efecto gastroprotector de diferentes dosis de DGS (10-300 mg/Kg, p.0.) sobre
lesiones géstricas inducidas por etanol absoluto en ratas. Cada barra representa el promedio
+ EEM, n = 6. *P< 0.05 en la prueba de comparacién de medias de Dunnett, despues de una
prueba de ANADEVA. Se observé diferencia significativa entre el vehiculo y las dosis de DGS.
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Gréfica 3. Efecto gastroprotector de DGS (10 mg/Kg, p.0.) sobre lesiones géstricas inducidas
por etanol absoluto en ratas pretratadas con indometacina (10 mg/Kg, s.c.). Cada barra
representa el promedio £+ EEM, n = 7. *P< 0.05 en la prueba de comparacién de medias de
Dunnett, después de una prueba de ANADEVA. No se observé diferencia significativa entre el
control y DGS ambos pretratados con indometacina.
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El tratamiento con N-etilmaleimida (10 mg/Kg, s.c.) atenu6 de forma parcial el
efecto gastroprotector del DGS, ya que el grupo control NEM (IU = 163.63 + 12.59
mm?), present6 diferencia significativa (P<0.05), comparandolo contra el grupo
DGS (IU = 33.25 +10.33 mm?) y DGS pretratado con NEM (IU = 86.61 + 12.59
mm?). Aunado a esto el grupo tratado solamente con DGS , present6 diferencia
(P<0.05) con respecto al grupo control de N-etilmaleimida y al de DGS tratado
previamente con NEM. Conjuntamente el vehiculo y control de N-etilmaleimida, no

fueron diferentes (P>0.05) entre si (Grafica 4).

El efecto gastroprotector del DGS (IU = 33.25 +10.33 mm?), no resulté modificado

con el tratamiento previo de L-NAME (IU = 33.51+ 4.80 mm?) (Gréfica 5).
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Gréfica 4. Efecto gastroprotector de DGS (10 mg/Kg, p.0.) sobre lesiones géastricas inducidas
por etanol absoluto en ratas pretratadas con NEM (10 mg/Kg, s.c.). Cada barra representa el
promedio + EEM, n = 7. *P< 0.05 en la prueba de comparacion de medias de Dunnett,
después de una prueba de ANADEVA. Se observo diferencia significativa entre el control y
DGS ambos pretratados con NEM.
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Gréfica 5. Efecto gastroprotector de DGS (10 mg/Kg, p.0.) sobre lesiones géstricas inducidas
por etanol absoluto en ratas pretratadas con L-NAME (70 mg/Kg, i.p.). Cada barra representa
el promedio + EEM, n = 7. *P< 0.05 en la prueba de comparacion de medias de Dunnett,
después de una prueba de ANADEVA. Se observd diferencia significativa entre el control y
DGS ambos pretratados con L-NAME.
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

En cuanto a los extractos de Lp, solo los extractos de diclorometano y de hexano
presentaron actividad gastroprotectora. En estos extractos se aprecio la presencia
de un compuesto mayoritario comdn que no aparecié o apenas fue perceptible en
los extractos de acetona y metanol, lo que hizo suponer que la actividad
gastroprotectora se debia a este compuesto mayoritario. El aislamiento de ese
compuesto mayoritario y su evaluacién posterior, permitié confirmar lo anterior. El
compuesto se identifico como DGS por espectroscopia de IR, RMN protonica y de
13C, asf como por espectrometria de masas, cuya estructura no se proporciona por
las razones mencionadas en la nota inicial de esta tesis.

Con la administracion del DGS se comprobé que el compuesto es el responsable
de la actividad gastroprotectora, ademas que este muestra un comportamiento
dependiente de la dosis en el rango evaluado (10-300 mg/kg).

En lo concerniente al mecanismo de accion se desprende que las prostaglandinas
participan de manera importante, ya que con el pretratamiento de indometacina se
perdio totalmente el efecto gastroprotector del compuesto DGS. Se ha demostrado
qgue los compuestos que pierden su activad con farmacos antiinflamatorios no
esteroidales (AINES) en su mecanismo de accidn gastroprotector participan de
manera importante las prostaglandinas como es el caso de la carbenoxolona que
promueve la biosintesis de prostaglandinas o inhibe su metabolismo (Wan y
Gottfried, 1985; Arrieta et al., 2003). Se ha comprobado que la propiedad
citoprotectora de las prostaglandinas endégenas se debe a la modulacién de los

mecanismos de defensa de la mucosa. Dentro de estos mecanismo de defensa se
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encuentra la motilidad, ya que la alta amplitud de las contracciones vy la restriccion
temporal del flujo sanguineo de la mucosa provocado por los AINEs reducen la
resistencia de la mucosa (TsuKimi y Okabe, 2001). La hipermotibilidad inducida
por lo AINEs esta relacionada con la deficiencia de prostaglandinas provenientes
de la COX1 (Tanaka et al., 2001). Esta comprobado que la inhibicién de
biosintesis de prostaglandinas provoca carencia de bicarbonato y moco gastrico
gue participa en la proteccion de la mucosa por la formaciéon de una capa viscosa
y un aumento del pH, que impide que el &cido difunda libremente hacia el tejido
muscular (Takahaski et al., 1999; Tanaka et al., 2001). Aunado a esto se ha
demostrado que la prostaglandina E; modula la secrecion de acido en el estbmago
a través del blogueo del incremento de AMPc, el cual es requerido por la bomba
intercambiadora H*/K* (Atay et al., 2000).

La N-etilmaleimida, un blogueador de los grupos sulfhidrilo, atenu6é de forma
parcial el efecto gastroprotector del DGS, lo que sugiere que en el mecanismo de
accion de este compuesto, participan de forma parcial los grupos sulfhidrilos. Esta
perfectamente comprobado que los compuestos que contienen grupos sulfhidrilo
protegen a la mucosa de lesiones inducidas por etanol absoluto en ratas (Szabo
et al.,, 1985). Es bien sabido que el etanol produce dafio gastrico entre 1 y 3
minutos después de su aplicacion en el intestino y estbmago. Este dafio puede
prolongarse hasta por mas de dos horas por el incremento de la permeabilidad de
la mucosa, causando hiperemias focales, hemorragias y dafio vascular en los
capilares cercanos a la superfice luminal (Chandranath et al., 2002) . Los grupos

sulfhidrilo contrarestan estos dafios ya que son directamente responsables de la
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defensa de la mucosa ya que influyen en la permeabilidad de la membrana y
atrapamiento de radicales libres (Szabo et al., 1985 ; Kontureck et al., 1990 ; Maity
et al.,, 1998). De estas observaciones se deduce que los grupos sulfhidrilo son
citoprotectores de la mucosa y que pueden mediar la citoprotecion inducida por la
prostaglandinas, de lo cual se desperende que los grupos sulfhidrilo son
requeridos para la sintesis de prostanoides y para la activacion de los receptores
de las protaglandinas (Szabo et al., 1981;Kontureck et al., 1987;Shorrock y Rees,
1988 ; Maity et al., 1998).

El efecto gastroprotector del DGS, no resultdé modificado con tratamiento previo de
L-NAME, un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, enzima responsable de catalizar
la reaccién de L-arginina a oOxido nitrico, el cual tiene efecto vasodilatador en
capilares del estdbmago, la secrecion &cida y alcalina (White y Lopez-Belmonte,
1993). El papel del 6xido nitrico en la gastroproteccion ha sido ampliamente
aceptado (Elliot y Wallace 198; Cui et al., 2002), pero en el mecanismo de accion

de DGS no se encuentra involucrado.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se demostré la actividad gastroprotectora de los
extractos de Lp, identificAndose como el principio activo al compuesto DGS.
2. En el mecanismo de accion gastroprotector de DGS las prostaglandinas
participan de manera importante, los grupos sulfhidrilos con un rol

secundario y el 6xido nitrico no tiene participacion.
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