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RESUMEN

Croton reflexifolius H.B.K. (Euphorbiaceae) es una planta medicinal comun en la
region de la Huasteca Hidalguense la cual se emplea en el tratamiento de la Ulcera
gastrica, gastritis y enfermedades respiratorias. A pesar de su uso, no existe ningdn
estudio farmacoldgico que avale su accidn terapéutica. Por lo que en el presente trabajo
se evalud la actividad gastroprotectora de los extractos de hexano, diclorometano y
metanol, obtenidos a partir de las hojas de C. reflexifolius en el modelo de lesiones
gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar, siendo el extracto de hexano el de mayor
efecto gastroprotector (64.34 + 7.72 %). De este, se aisld al acido polidltico, el cual
resultd ser uno de los principales metabolitos responsables de dicha actividad dando un
65.26 + 7.71 % de gastroproteccion con la dosis de 30 mg/kg. Un valor similar se
obtuvo con la carbenoxolona (farmaco de referencia) con la misma dosis (66.78 + 7.81
% de gastroproteccidn).

La actividad del acido polialtico obtenida a la dosis de 30 mg/kg fue atenuada con
L-NAME (70mg/kg, i.p.) un inhibidor de la sintasa de Oxido nitrico, o por N-
etilmaleimida (10 mg/kg, s.c.) un bloqueador de los grupos sulfhidrilo, lo que sugiere
gue en su mecanismo gastroprotector estan encuentra involucrado el 6xido nitrico y los
grupos sulfhidrilo. El efecto gastroprotector del acido polidltico no se modifico al
inhibir la sintesis de prostaglandinas con indometacina (10 mg/kg). En conclusion, C.
reflexifolius contiene compuestos con actividad gastroprotectora. El acido poliéltico,
aislado de esta planta, fue el principal metabolito con actividad gastroprotectora,

teniendo un efecto similar al de la carbenoxolona. Mientras que el 6xido nitrico y los
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grupos sulfhidrilo estan involucrados en el mecanismo de accion del acido polialtico, no

asi las prostaglandinas.
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I. INTRODUCCION

La Glcera péptica es un problema del tracto gastrointestinal, caracterizado por un dafio
en la mucosa debido a la secrecién de &cido gastrico y pepsina. Helicobacter pylori y el
uso de farmacos analgésicos no esteroideos (AINE’s) son una de las principales causas
en el desarrollo de la Ulcera. Se estima que los costos anuales directos e indirectos en el
cuidado y tratamiento de esta enfermedad ascienden aproximadamente a 10 billones de
dolares (Ramakrishnan et al., 2007); sin embargo, las tasas de mortalidad y morbilidad
no se han modificado en los ultimos dos afios, lo cual indica que los tratamientos que
existen en la actualidad siguen siendo insuficientes para el control y erradicacion de la
enfermedad. En este sentido, el uso de inhibidores de la bomba de protones es el
tratamiento de eleccion primaria debido a su efectividad y a la menor cantidad de
efectos colaterales, siendo el Gnico inconveniente, su costo elevado. Por lo que en afios
recientes, se ha incrementado el interés en terapias alternativas tales como el uso de
plantas medicinales las cuales son una fuente atractiva para la obtencion de nuevos
farmacos (Falcdo, 2008). En relacion a lo anterior, se tiene el conocimiento de que
Croton reflexifolius (Huilocuahuitl) es utilizado en la Huasteca Hidalguense para el
tratamiento de la Ulcera gastrica (Estrada, 1985) sin embargo, no hay un respaldo
cientifico que avale tal efecto. Por lo que el presente trabajo estuvo encaminado en
aislar e identificar el o los metabolitos responsables de la actividad gastroprotectora de
Croton reflexifolius asi como generar informacion sobre su posible mecanismo de

accion al evaluar la participacion del 6xido nitrico, prostaglandinas y grupos sulfhidrilo.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Ulcera géstrica

La ulcera es una pérdida circunstancial de la mucosa epitelial que se extiende a través
de la muscularis mucosae en aquellas partes del tubo digestivo expuestos al jugo
gastrico (Guth, 1973; Wyngaarde, 1985) que alcanza al menos en profundidad a la
submucosa. Si se limita a la mucosa, se denomina erosion. Usualmente ocurre en el
estobmago y duodeno proximal; menos frecuentemente, en el tercio inferior del eséfago,
duodeno distal y yeyuno (Ramakrishnan et al., 2007). La fisiopatologia de la
enfermedad por secrecion acida puede considerarse como un desequilibrio entre factores
agresivos (acido clorhidrico, pepsina, infeccion por Helicobacter pylori entre otros) y
las defensas locales de la mucosa gastrica constituidas por la secrecion de moco,
bicarbonato, prostaglandinas, oxido nitrico, grupos sulfhidrilo y flujo sanguineo

(Bruntom, 1996; Abdel-Salam, 2001).

2.2. Patogenesis

La inflamacion en la mucosa géstrica y duodenal es el resultado de un desequilibro entre
los mecanismos de defensa y factores agresivos. El grado de inflamacion y la pérdida
del equilibrio entre la secrecion de acido y los factores protectores de la mucosa pueden
originar varios grados de gastritis o ulceras, siendo de los tipos I y II (Blecker, 1999).
En las ulceras de tipo I, que se producen en el estobmago, hay poca o ninguna
hipersecrecion de 4acido. En cambio, las tlceras de tipo II abarcan tanto tlceras gastricas
como ulceras antrales, distales (prepildricas) y duodenales, las cuales se caracterizan por

hipersecrecion de 4cido y trastornos de los efectos de retroalimentacion negativa de la
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acidificacion en la descarga de gastrina y en la secrecion sostenida de acido (Brunton,
1996). Estudios recientes demuestran que la gastritis y duodenitis contribuyen en el
desarrollo de ambos tipos de ulcera, debido a un incremento en la exposicion celular al
acido clorhidrico y por consiguiente en una disminucion en la proteccion de la barrera

de la mucosa en el estomago y duodeno (Blecker, 1999).

2.2.1. Secrecion de acido

La secreciéon de 4cido clorhidrico y pepsina, al estar bajo control vagal, son los
responsables de una sobreproduccion de los factores agresivos en la patogénesis de la
ulcera péptica, por lo que la vagotomia se usa en el tratamiento de esta enfermedad, lo
que conlleva a una reduccién en la secrecion de los factores agresivos para la mucosa
gastrica (Dembinski, 2005; Abdel-Salam, 2001). La estimulacion de la secrecion de
acido clorhidrico ocurre por multiples vias, incluyendo la neuroendocrina (acetilcolina,
nervio vago), endocrina (gastrina, pepsina) y la paracrina (histamina) (Blecker, 1999),
las cuales interaccionan con receptores especificos localizados en el polo seroso de la
célula parietal, lo que a su vez activa segundos mensajeros representados por AMPc y
calcio. Estos luego activan en cascada sucesiva a una proteina cinasa que fosforila a una
proteina especifica, con lo cual se inicia la sintesis de acido clorhidrico. Finalmente, una
bomba de protones situada en el polo luminar de la célula parietal, libera el acido

clorhidrico sintetizado hacia el lumen gastrico (Ruiz, 1996).

2.2.2. Barrera de moco-bicarbonato
La patogénesis de la gastritis y de las ulceras se debe, en parte, por disturbios en la
secrecion de bicarbonato y en la capa de moco que cubre al epitelio géstrico y duodenal.

La capa de moco sirve como una barrera en contra del acido clorhidrico y pepsina

2
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luminar, evitando el acceso de la pepsina a la superficie de las células epiteliales y
neutralizando el acido clorhidrico en presencia del bicarbonato secretado dentro de la
capa de moco. Dicha capa provee proteccion a las células epiteliales, cambiando
bruscamente de un estado normal a un estado perturbado, como en el dafo mecanico
generado en el estado de hipermotilidad durante las fases digestiva e intestinal de la
digestion. La produccion y secrecion de bicarbonato en la mucosa puede ser estimulada
por prostaglandinas, éstas suelen ser inhibidas por farmacos anti-inflamatorios no

esteroideos (AINE’s) (Blecker, 1999).

2.2.3. Factores genéticos

En particular, las hormonas géstricas han recibido especial atencion, especificamente la
gastrina y los pepsindgenos I y II, considerados como agentes causales de tulceras e
inflamacion (Blecker, 1999). En diversos estudios endoscopicos se demostrd que las
lesiones de la mucosa gastroduodenal se correlacionan con niveles altos de
pepsinogeno. Los pepsindgenos son enzimas proteoliticas inactivas que, en medio
acido, se transforman en su forma activa, la pepsina. Los pepsindgenos del grupo I
(isopepsindgeno 1 al 5) son secretados en el fondo y el cuerpo del estdbmago, mientras
que los del grupo II (isopepsinogeno 6 y 7) son liberados en el cardias y el antro
gastrico, asi como en la zona més proximal del duodeno (Kullich, 1994). Por lo que el
pepsinogeno I, se ha relacionado especialmente con la tlcera duodenal, no s6lo por
encontrarse a menudo elevado, sino por ser un posible marcador genético asociado a la
transmision de predisposicion a la ulcera duodenal en algunas familias (Feldman et

al.,1988).
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2.2.4. Radicales libres

Los estudios experimentales han demostrado que los radicales libres generados a partir
del oxigeno y de la oxidacién de lipidos son factores importantes en la patogénesis de
las lesiones géastricas inducidas por etanol. Los oxiradicales generados durante los
episodios de ischemia/perfusion provocan severos dafios a nivel molecular que
conducen a la muerte celular, debido a que son extremadamente reactivos y tienden a
agredir a los constituyentes celulares esenciales como los acidos nucleicos, proteinas o
lipidos. También induce a una oxidacion de la membrana lipidica, promoviendo la
formaciéon de compuestos toxicos como son los epoxidos, aldehidos y nuevos radicales

libres (La Casa et al., 2000).

2.3. Etiologia

En general, se reconoce que la ulcera péptica se debe a la falta de equilibrio entre los
factores agresivos y los mecanismos de defensa de la mucosa géastrica tales como la
secrecion de 4cido clorhidrico, pepsina, proteasas, la capa de moco bicarbonato, el flujo
sanguineo, la regeneracion celular y agentes protectivos endogenos (prostaglandinas y
factor de crecimiento epidérmico). Los factores que influyen en el desarrollo de la

ulcera gastrica incluyen a:

2.3.1. Farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE’s)

Estos medicamentos producen dafo local directo en la mucosa géstrica y duodenal por
varios mecanismos fisiopatologicos. El acido acetilsalicilico disminuye el pH en la
superficie de las células epiteliales, modulando los constituyentes del moco gastrico,

tanto en el contenido como en la calidad, provocando una disminucién en la secrecion

4
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de bicarbonato. A dosis bajas (75-325 mg/dia), cominmente se emplea en el tratamiento
anti-plaquetario en enfermedades cardiovasculares, donde promueve la formacion de
erosiones o ulceras gastricas. Los demas AINE’s inducen dafo gastroduodenal
activando alguno de los siguientes mecanismos: factor activador plaquetario, radicales
libres, disfuncion plaquetaria, aumento de las células mastocitos liberadoras de
histamina, mayor dafio capilar en la mucosa géstrica e inhibicion de la sintesis de

prostaglandinas por inhibicion de la ciclooxigenasa (Blecker, 1999).

2.3.2. Infeccidn por Helicobacter pylori

Aunque Helicobacter pylori esta presente en la mucosa gastrointestinal de algunos
pacientes con Ulcera duodenal, solo una minoria (10 al 15%), desarrollan la enfermedad
de la tlcera. Esta bacteria se adhiere a la mucosa gastrica y en presencia de una proteina
inflamatoria junto con una citotoxina funcional asociadas a un gen asilado en el
cromosoma bacteriano incrementa la virulencia y probablemente su poder ulcerogénico.
Los pacientes con H. pylori incrementan los niveles de gastrina después de ingerir
alimentos con una disminucion en la produccion y secrecion de moco-bicarbonato en la

mucosa gastrica (Ramakrishnan et al., 2007)

2.3.3. Consumo de tabaco

Estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de tabaco se relaciona
estrechamente con el desarrollo de la Glcera gastrica. Hallazgos experimentales sugieren
que fumar aumenta la actividad de la xantina oxidasa, los leucotrienos asi como la
infiltracion de neutrofilos en la mucosa gastrica. El tabaco también afecta al flujo

sanguineo, la produccion de prostaglandinas, la actividad de la sintasa de 6xido nitrico,



Estudio de la actividad gastroprotectora de Crofon reflexifolius: papel del éxido nitrico,

prostaglandinas y grupos sulfhidrilo en el mecanismo de accion

la proliferacion de las células epiteliales y la formacion de vasos sanguineos. Estas
acciones son importantes tanto para la formacion y curacion de la tlcera (Ma et al.,

1999).

2.3.4. Estres

Algunos estudios sugieren que el estrés fisioldgico agudo se asocia con un incremento
en la secrecion de acido clorhidrico, disminucion del flujo sanguineo de la mucosa
gastrica y ulceracion duodenal por la activacion del sistema nervioso simpdtico; sin
embargo, alin se desconoce la relacion entre los factores emocionales y la secrecion de

acido clorhidrico, flujo sanguineo visceral y motilidad intestinal (Jones, 2006).

2.3.5. Causas secundarias

Una variedad de medicamentos estan asociados con la formacion de la ulcera entre los
cuales se incluye al cloruro de potasio, bifosfonatos, cocaina y anfetaminas. Otras
etiologias infecciosas menos comunes e independientes a H. pilory, son Helicobacter
heilmannii, citomegalovirus, herpes simple tipo I, tuberculosis y sifilis. Las
enfermedades no comunes que causan ulcera incluyen trastornos de hipersecrecion de
acido (sindrome de Zongiller Ellison), mastocitosis sistémica, enfermedad de Crohn,
linfoma, carcinoma y radiacion (Jones, 2006) asi como los habitos alimentarios

inadecuados (Falcao, 2008).

2.4. 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

estimulan la secrecion de acido, el cual interactiia con la zona lesionada. El dolor suele
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ser agudo o sordo y se describe como una sensacion de ardor, vacio, pesadez en la parte
alta del estdmago o como hambre (Smith y Thier, 1989). La indigestion, vomitos,
pérdida del apetito e intolerancia a alimentos grasos son algunos de ejemplos de los
sintomas menos frecuentes (Ramakrishnan et al., 2007) mientras que el sangrado,
fenomenos obstructivos y penetracion hacia 6rganos vecinos o hacia el peritoneo son

algunas de las complicaciones de las ulceras pépticas.

2.5. Ulcera péptica en México

En el 2006, la ulcera gastrica, gastritis y duodenitis figuraron en el cuarto lugar a nivel
nacional dentro de las 20 principales causas de morbilidad, con un total de 1, 491,309
casos reportados por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (Secretaria de
Salud, 2006). Mientras que para el Distrito Federal en el periodo comprendido entre
2001-2006, la ulcera géstrica ocup6 el lugar 18 como causa de muerte (Secretaria de

Salud del Gobierno del D.F., 2005).

2.6. Tratamientos

El objetivo de los tratamientos de la ulcera gastrica son el alivio del dolor, promocion
de la cicatrizacion y prevencion de las recurrencias. Las estrategias terapéuticas tienen
como finalidad equilibrar los factores agresivos contra los factores de defensa o
citoprotectores (Brunton, 1996). Las alternativas farmacologicas empleadas en la ulcera

péptica se clasifican en tres grandes grupos: antiacidos, antisecretores y citoprotectores.
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2.6.1. Antiacidos

La funcion de un antidcido consiste en neutralizar al 4cido clorhidrico (HCI) secretado
por las células de la pared gastrica. Desde el punto de vista cuantitativo, todos los
antiacidos son similares en términos de su capacidad para neutralizar al acido (Page et
al., 1998). Los antiacidos se clasifican en absorbibles y no absorbibles.

Los antiacidos absorbibles no son recomendables en clinica, pero son de uso popular de
manera importante. Tienen un intenso y rapido poder neutralizante que a dosis
convencionales eleva con gran rapidez el pH intragastrico a valores de 7-8, lo que
explica el inmediato alivio tras su ingesta (Cabrera, 2007). Los antidcidos utilizados con
mayor frecuencia son el bicarbonato de sodio (NaHCOs) y el carbonato de calcio
(CaCO0s), el cual neutraliza con rapidez y eficacia al HCI, sin embargo el Ca™ puede
activar de manera adversa los procesos dependientes de este i6n, lo que causara la
secrecion de gastrina y HCI. Los principales problemas de los antidcidos se relacionan
con su tiempo de accidon corto, siendo los efectos colaterales, la alcalinizacién de la
orina, el sindrome de leche o alcali (debido a la administracion conjunta de leche o
crema), hipercalcemia, nefrolitiasis, diarrea y bloqueo intestinal para la adsorcion de
fosforo (Brunton, 1996).

Los hidroxidos de aluminio y de magnesio constituyen los antidcidos no absorbibles.
Las combinaciones de Al  y Mg ** brindan una capacidad neutralizante répida y
sostenida. El magaldrato es un complejo de alumninato de hidroximagnesio que en
presencia de acido gastrico se convierten rapidamente en Mg > y Al (OH)s, los cuales se
absorben mal y por lo tanto, tienen un efecto antidcido sostenido y con efectos

secundarios minimos (Bruntom, 1996).


http://www.portalesmedicos.com/diccionario_medico/index.php/cl%C3%ADnica
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2.6.2. Antisecretores
Dentro de este grupo de farmacos se encuentran, los antagonistas de los receptores para
histamina tipo H,, los antimuscarinicos, los inhibidores de la bomba de protones y los

bloqueadores de los receptores para la gastrina.

2.6.2.1. Antagonista de los receptores para histamina tipo H;

En el mercado existen cuatro antagonistas de los receptores para histamina tipo H,:
cimetidina, ranitidina, famotidina y nizatidina, los cuales compiten con la histamina de
forma especifica y reversible por el receptor H, encargado de estimular la produccion de
acido por la célula parietal, disminuyendo la produccion de &cido clorhidrico estimulada
por la histamina, y en menor medida, por acetilcolina. Estos farmacos no solo
disminuyen la secrecion acida (basal y nocturna) sino también, la estimulada por la
ingestion de alimentos en un 90 % y ademés favorecen la curacion de las ulceras
duodenales (Rang, 2000). La incidencia de efectos adversos al consumir este tipo de
farmacos es <3%. Los efectos secundarios més frecuentes incluyen diarrea, dolor de
cabeza, somnolencia, fatiga, dolor muscular, constipacion y pérdida de libido. Entre los
factores adversos presentados raramente se encuentran confusion, delirio y alucinacion,
los cuales pueden ocurrir principalmente por la administracion intravenosa. La
cimetidina, en algunos casos, produce ginecomastia en hombres y galactorrea en
mujeres. Esto probablemente se debe a una afinidad con receptores androgénicos y por
la inhibicion del citocromo P450 que cataliza la hidroxilacion del estradiol (Hoogerwerf

et al., 2001; Rang, 2000).


http://www.portalesmedicos.com/diccionario_medico/index.php/acetilcolina
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2.6.2.2. Antimuscarinicos

Este tipo de compuestos como la pirenzepina bloquean los receptores muscarinicos del
tipo M, inhibiendo la secrecion gastrica estimulada por acetilcolina (Bays y Finch,
1990). El uso de la pirenzepina esta limitado por sus efectos adversos entre los que se
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).

2.6.2.3. Inhibidores de la bomba de protones

Los inhibidores de la bomba de protones son profdrmacos inactivos que han de llegar a
las células parietales a través de la circulacion, previa absorcidn sistematica, para poder
ejercer su efecto. En presencia de un pH acido, se convierten dentro de los canaliculos
en sulfenamida, la cual establece un enlace covalente con los grupos SH que existen en
la H/K" ATPasa (Page et al., 1998). Debido a que esta bomba es exclusiva de las
células parietales, se han disefiado inhibidores especificos como es el caso de la familia
de los benzoimidazoles sustitutivos siendo los madas representativos el omeprazol,
lansoprazol, rabeprazol y pantoprazol.

Este tipo de farmacos promueven la cicatrizacion de las ulceras del estomago, duodeno

y esofago. Tienen utilidad particular para tratar a pacientes que no reaccionan de manera
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adecuada a los antagonistas de los receptores para histamina tipo H, y en especial a los
que experimentan sindrome de Zollinger-Ellison.

Entre 1.5 y 3 % de los pacientes tratados con estos farmacos experimentan efectos
gastrointestinales como nduseas, diarrea y colicos; con menor frecuencia efectos sobre
el sistema nervioso central siendo los sintomas mas comunes cefalalgia, mareos y
somnolencia. En ocasiones se observan erupciones cutaneas e incremento de la

actividad de las aminotransferasas hepaticas (Bruntom, 1996).

2.6.2.4. Blogueadores de los receptores para la gastrina.

Se ha descrito un gran niimero de sustancias que funcionan como antagonistas de la
gastrina o por su gran similitud estructural, con la colecistocinina. Entre ellos se
incluyen derivados del acido glutardmico (proglumida), analogos del triptéfano
(benzotript), analogos de las benzodiacepinas. Todos estos compuestos inhiben en
mayor o menor medida la interaccion de la gastrina con su receptor. Sin embargo, no se
han realizado estudios clinicos controlados que demuestren su eficacia en el tratamiento
de las enfermedades relacionadas con el acido, por lo que no pasan de representar una
posibilidad tedrica sin utilidad practica, debido a que no rebasan en potencia a los

antagonistas de los receptores para histamina tipo H, (Cabrera, 2007).

2.6.3. Citoprotectores
La citoproteccion fue definida por Robert (1979) como la capacidad de agentes
farmacolégicos, originalmente las prostaglandinas, de prevenir el dafio en la mucosa

gastroduodenal producido por varios agentes ulcerogénicos (aspirina, indometacina,
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sales de acidos biliares) y agentes necrosantes (agua caliente, alcohol absoluto, HCI 0.6
N e NaOH 0.2 N). Se ha demostrado que la accidn citoprotectora de las prostaglandinas
estda mediada por la estimulacion de los mecanismos naturales de defensa de la mucosa
gastrica, por lo que se incrementa la secrecion de moco-bicarbonato en la superficie de
las células epiteliales y preservacion del flujo sanguineo de la mucosa. (Atay et al.,
2000). Se afirma que las propiedades citoprotectoras de las prostaglandinas se deben a
un efecto en la microvasculatura gastrica, previniendo la respuesta vascular ante un
cambio nocivo y manteniendo el flujo sanguineo en los niveles apropiados. Las
prostaglandinas de la serie E e I protegen la mucosa gastrica en contra del dafio nocivo,
son secretadas en la mucosa géstrica y tienen un papel importante en la integridad de la
mucosa debido a sus propiedades vasodilatadoras (Abdel-Salam et al., 1999), por lo que
la citoproteccion se refuerza con otros mecanismos que reducen la secrecion de acido
gastrico (Atay et al., 2000). El fenémeno citoprotector ha sido estudiado principalmente
en el tracto gastrointestinal, donde se han identificado dos tipos de citoproteccion, una
directa y otra adaptativa (Konturek, 1990).

Se conoce como citoproteccion directa a la proteccion de la mucosa géstrica
(gastroproteccion) producida por la administracion de prostaglandinas exdgenas
(Konturek, 1990; Tsukimi y Okabe, 2001). Mientras que la citoproteccion adaptativa
depende de la actividad de prostaglandinas endogenas generadas en la mucosa gastrica
por la aplicacion de irritantes suaves (etanol al 20 %, HCI 0.2-0.35 M, NaOH 0.05-
0.075 M, NaCl 2-4 % y agua caliente a 70 ° C) para prevenir severos dafios en la

mucosa gastrica inducidos por agentes necrosantes como etanol al 100 %, HCI 0.6 M,
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NaOH 0.2 M, solucion de NaCl al 25 % o agua caliente (Brzozowski, 2003; Atay et al.,

2000).

2.6.3.1. Mecanismo de citoproteccion

En general, los mecanismos de proteccion para la mucosa gastrica en contra de factores
agresivos consisten en factores: funcionales, humorales y neuronales. La secrecion de
moco alcalino, la capa de fosfolipidos, microcirculacion y molitidad actian como
factores funcionales, las prostaglandinas y oOxido nitrico constituyen los factores

humorales y las neuronas sensibles a capsaicina corresponden a los factores neuronales

(Tsukimi y Okabe, 2001).

2.6.3.2. Factores funcionales

La capa de moco forma un continuo revestimiento sobre el epitelio gastrico. El moco es
un factor de proteccidon importante para la mucosa gastrica y consiste en un gel viscoso,
elastico, adherente y transparente formado por un 95% de agua e incluye algunos
electrolitos, lipidos, proteinas e inmunoglobulinas y un 5% de glicoproteinas llamadas
mucinas, que cubren la mucosa gastrointestinal. El moco es capaz de actuar como un
antioxidante y asi reducir el dafio en la mucosa. Las propiedades protectoras del moco
dependen de la estructura del gel, de la cantidad o el grosor de la capa asi como de la
secrecion de mucinas y del grado de erosion y degradacion proteolitica de la mucosa
gastrica (Phillipson, 2004; Repptto y Llesy, 2002). La secrecion de moco es estimulada

por agentes como prostaglandinas (PGE; y PGE) y el 6xido nitrico (Takahashi, 1999).
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La secrecion de bicarbonato (HCOs) en la mucosa gastrica forma una barrera
conjuntamente con el moco, el cual neutraliza el acido clorhidrico difundido, lo que
hace que el pH sea neutro en la superficie celular cuando el pH luminar es bajo (Figura
1), siendo ésta la primera linea de proteccion de la mucosa contra del acido. E1 HCOs’
produce didxido de carbono (CO,) y agua en la superficie epitelial de la mucosa gastrica
por accién de la anhidrasa carbonica y al elevar la presion parcial, pCO,, puede

estimular la secrecidon de bicarbonato.

Figura 1. En el estomago, el acido gastrico luminar no alcanza las células de la mucosa debido
a una neutralizacion por la continua secrecion de bicarbonato (HCO;3') en la superficie celular
epitelial. Una pequefa porcion de las moléculas de pepsina se filtran en la capa de moco,

causando degradacion sin alcanzar la superficie del epitelio gastrico (Konturek, 2004).
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Se ha demostrado que por cada proton (H') secretado de la célula parietal, un HCO;  es
secretado de la membrana basolateral de la célula parietal hacia los capilares de la
mucosa. Asi, durante la secrecion acida, el bicarbonato sera transportado por la sangre a
la superficie epitelial, donde estara disponible para el transporte a través de la superficie
celular epitelial dentro del moco.

La estimulacion vagal-colinérgica, motilidad, prostaglandinas, distension gastrica y
acido clorhidrico en el lumen gastrico incrementan la secrecion de bicarbonato. El 6xido
nitrico estd involucrado en la secrecion de bicarbonato debido a un aumento en la
actividad de la sintasa de 6xido nitrico constitutiva (¢cNOS). Se ha identificado que la
via de secrecion de bicarbonato esta relacionada con el péptido intestinal vasoactivo
(VIP), el AMPc y sustancias andlogas como el polipéptido activador de la adenil ciclasa
pituitaria (PACAP), los cuales estimulan la secrecion de bicarbonato duodenal y hepato-
biliaria. Recientemente se ha reportado que la melatonina, un neurotransmisor liberado
en las células intestinales, es también un efectivo estimulante de la secrecion alcalina
duodenal en ratas anestesiadas (Figura 2) (Kounturek et al., 2004; Phillipson, 2004;

Tsukimi y Okabe, 2001).

pCO,, COX-1-PG, Sistema de

cNOS-NO
H' luminar Mecanismos neurohumorales: Transporte de
duodenal VIP, PACAP, CGRP, — . HCOj;™ luminar
Melatonina, Motilidad duodenal

Inervacion colinérgica

Figura 2. Mecanismo de HCO;™ duodenal en respuesta al acido clorhidrico.
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Por lo que en condiciones fisiologicas normales, la capa de moco bicarbonato debe ser
lo suficientemente adecuada para proteger a la mucosa gastrica en contra de acido
clorhidrico y pepsina (Allen y Flemstrom, 2004).

El flujo sanguineo en la mucosa gastrica se ha reconocido como un componente en la
barrera de proteccion gastrointestinal, debido a que la sangre circulante diluye,
neutraliza y elimina las sustancias nocivas que han logrado vencer la barrera de moco-
bicarbonato. Se conoce que mantiene la integridad de la mucosa por alguno de los
siguientes mecanismos: (1) incremento del flujo sanguineo manteniendo cantidades
optimas de oxigeno y nutrientes disponibles para las células, (2) promueve la
eliminacion y la difusion de los protones. El flujo sanguineo de la mucosa gastrica esta
regulado a nivel de la submucosa arterial y estd bajo control del sistema nervioso
central, de la regulacion autocrina y paracrina de hormonas, de factores de crecimiento
y de la produccion de ecosanoides en la mucosa gastrica (Phillipson, 2004; West, 2004).
También se ha sugerido que la motilidad tiene un papel importante en la prevencion de
las lesiones gastricas provocadas por estrés o por los farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos, debido a que la inhibiciéon de la motilidad induce a una reduccion de la
mucosa gastrica, disminuyendo la susceptibilidad de la mucosa a la accion corrosiva de

los irritantes, lo que proporciona proteccion a la mucosa (Tsukimi y Okabe, 2001).

2.6.3.3. Factores humorales
La mayoria de los mecanismos de defensa son estimulados o facilitados por las
prostaglandinas (endogenas o exdgenas) y prostaciclinas que mantienen la integridad de

la mucosa géstrica.
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Las prostaglandinas son sintetizadas a partir del acido araquiddnico por la via de la
ciclooxigenasas (COX) (Peskar, 2001). Actualmente se han identificado tres isoformas
de ciclooxigenasas, siendo la COX-1 y COX-3 las isoformas constitutivas mientras que
la COX-2 corresponde a la isoforma inducible. Por lo tanto, la COX-1 se expresa en
estomago, rifidon y plaquetas, involucrandose en la generacion de las prostaglandinas que
participan en el mantenimiento de las funciones fisioldgicas esenciales. La COX-3, que
deriva del gen que codifica a la COX-1, involucra mecanismos encefalicos y medulares
en la produccion de la fiebre y el dolor y no a nivel de la inflamacién (Pradilla, 2004) en
tanto que la COX-2 se caracteriza por expresarse en respuesta a varios estimulos
inflamatorios y se piensa que es la responsable de la produccion de prostaglandinas en
condiciones patologicas en los sitios de inflamacion (Takeuchi et al., 2002). En el
mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica se postula que hay una
participacion tanto de la COX-1 como de la COX-2, lo anterior se sustenta en el hecho
de que al administrar un inhibidor selectivo de la COX-1 (SC-5610) hay una marcada
reduccion en la sintesis de PG, pero no causa dafio géstrico; lo mismo sucede con el
inhibidor selectivo de la COX-2, celecoxib. Sin embargo, la combinacion de los dos
farmacos provocan erosiones hemorragicas en la mucosa gastrica lo que indica que para
producir dafio gastrico a partir de los firmacos anti-inflamatorios no esteroideos es
necesaria la inhibicion de la COX-1 y la COX-2 (Gires, 2005). Este efecto explica que
la supresion de la sintesis de prostaglandinas por farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos resulta en un incremento de la susceptibilidad de la mucosa al dafo,
especialmente durante la disminucion de la sintesis de 6xido nitrico. La formacién

continua de prostaglandinas en la mucosa géstrica representa un proceso fisiologico
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necesario para mantener la integridad celular estimulando procesos como la secrecion
de moco-bicarbonato, incremento del flujo sanguineo asi como la inhibiciéon de la
secrecion acida y la motilidad gastrica (Atay et al., 2000). Las prostaglandinas de la
seriec PGE, y PGI, protegen la mucosa gastrica por mantenimiento de una
hidrofobicidad de la superficie del epitelio, estimulando la produccién de moco epitelial
y la secrecion de bicarbonato, incrementando el flujo sanguineo local y promoviendo la
rapida proliferacion y diferenciacion celular después del dafio en la mucosa (Giercksky
et al., 2000).

Se ha reportado que el 6xido nitrico (NO) tiene una influencia marcada en diferentes
componentes de la mucosa gastrica, como flujo sanguineo, secrecion de moco y
permeabilidad celular. E1 NO o factor relajante derivado del endotelio se produce a
partir de la L- citrulina derivado del aminoacido L-arginina y oxigeno molecular,
catalizada por la sintasa de oxido nitrico (NOS). Existen dos isoformas de sintasa de
oxido nitrico que han sido identificadas de acuerdo a su origen celular. Inicialmente fue
identificada la isoforma constitutiva (¢cNOS) dependiente de Ca'?/calmodulina, la cual
se subdivide en: NOS neuronal (nNOS) y la NOS endotelial (eNOS), en neuronas y
endotelio respectivamente, expresandose en condiciones normales. La segunda que es
una forma inducible (iNOS) e independiente de Ca**/calmodulina y que es inducida por
la exposicion a citocininas, lipopolisacaridos y factor a de necrosis tumoral en varias
células, incluyendo las inflamatorias (Mendoza, 2003). El NO al ser un activador
endogeno que modula actividades fisioldgicas a partir de la estimulacion de la guanilato
ciclasa soluble, conduce a la formacion de GMPc, que funciona como un segundo

mensajero en la mucosa gastrica, produciendo una vasodilatacion (Rang, 2000; Gires,
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2005) y secrecion de moco-bicarbonato con lo cual se contribuye a la inhibicion de la
secrecion de acido clorhidrico en el estomago (Ekblad et al., 2000; Cho, 2001).

Los agentes donadores de NO exdgeno tales como la nitroglicerina o nitroprusiato de
sodio, inhiben el dano hemorragico de la mucosa gastrica inducidas por HC1 50 mM o
etanol al 70 %, pero si estos compuestos se administran a dosis altas, producen dafio en
la mucosa géastrica, sugiriendo que la formacion fisiologica de NO juega un papel
importante en la modulacion del flujo sanguineo e integridad de los tejidos. Por lo tanto,
una inadecuada liberacion de NO puede producir dafios en la mucosa géstrica debido a
la citotoxicidad directa de NO o del radical pentoxinitrito (Tsukimi y Okabe, 2001;
Gires, 2005).

La inhibicion de la sintasa de 6xido nitrico se logra con andlogos estructurales de la L-
arginina tales como NY-nitro-L-arginina (L-NA) y éster metilico de la N%-nitro-L-
arginina (L-NAME), considerados andlogos no selectivos para una isoforma especifica
ya que inhiben la accion citoprotectora de los irritantes suaves.

Por lo tanto, el NO y la interaccion con neuropéptidos y prostaglandinas, juegan un
papel importante para mantener la integridad de la mucosa géstrica (Tsukimi y Okabe,

2001).

2.6.3.4. Factores neuronales

En la fase de dafio gastrico, las neuronas aferentes sensibles a capsaicina incrementan el
flujo sanguineo en la mucosa géstrica al liberar neuropéptidos como la sustancia P,
calcitonina (CGRP) y neuroquinina en la terminacion de la fibra nerviosa. Bajas dosis

de capsaicina estimulan las neuronas sensibles primarias abriendo los canales cationicos
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no selectivos que interaccionan con los receptores de vainillina provocando la liberacion
local de la calcitonina y la sustancia P. A dosis altas, la capsaicina es neurotoxica,
debido a que destruye los nervios sensibles con una disminucion en los niveles de la
calcitonina en plasma y tejido. La administracion exdgena de calcitonina estimula las
fibras nerviosas y ejerce un efecto protector en diferentes modelos experimentales de
ulcera gastrica, considerando que la destruccion de las neuronas sensibles agravan las
lesiones de la mucosa gastrica inducida por varios agentes nocivos, inhibiendo el
crecimiento de la mucosa gastrica y prolongando el tiempo de curacion de la ulcera

(Dembinski et al., 2005).

2.6.4. Farmacos citoprotectores

Aunque las prostaglandinas fueron las primeras en clasificarse como citoprotectoras,
actualmente se incluyen dentro de ese grupo a ciertas sustancias que tienen una
actividad semejante al de las prostaglandinas. Entre otros compuestos citoprotectores se

incluye al sulfacrato, sales de bismuto y carbenoxolona.

2.6.4.1. Sulfacrato

El sulfacrato es un polimero de aluminio y sacarosa. Tras su ingestion oral y en contacto
con un pH gastrico bajo, se polimeriza y origina una pasta pegajosa, formando una
barrera protectora que impide que el acido clorhidrico y pepsina sigan dafiando la zona
lesionada, por lo cual es efectivo en la prevencidn y tratamiento de la tlcera gastrica y
duodenal en humanos. Presenta efectos favorables sobre el flujo sanguineo en la mucosa
gastrica, la secrecion de moco, prostaglandinas y bicarbonato (Cabrera, 2007; Page et

al., 1998). Los mecanismos de accion que se han propuestos para el sulfacrato, incluyen
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la secrecion de moco gastrico, estimulacion de la sintesis de prostaglandinas, adsorcion
de la pepsina y estimulacion local del factor de crecimiento epidérmico. Se ha
demostrado experimentalmente que este farmaco incrementa la produccién de moco
gastrico in Vvivo e in vitro por estimulacion de la fosfolipasa C. El efecto colateral de este
farmaco es que al contener aluminio produce estrefiimiento (Mojzi§ et al., 2000;

Bruntom, 1996).

2.6.4.2. Sales de bismuto

Las sales de bismuto (subsalicilato de bismuto, el subcitrato de bismuto coloidal y
dicitratobismuto tripotasico) se usan para tratar la infeccion por Helicobacter pylori
asociadas con la ulcera péptica. Poseen efectos toxicos sobre el bacilo y también puede
prevenir su adherencia a la mucosa o inhibir sus enzimas proteoliticas. Se piensa que
estos compuestos cubren la base de la ulcera, adsorbe la pepsina, aumenta la sintesis de
prostaglandinas locales y estimula la secrecion de bicarbonato. Los efectos indeseados

incluyen nauseas, vomitos y tifien de negro la lengua y las heces (Rang, 2000).

2.6.4.3. Carbenoxolona

La carbenoxolona es un triterpeno pentaciclico derivado de la hidrolisis del acido
glicirrizico. Los mecanismos de accion que se han propuesto para explicar su actividad
farmacoldgica sugieren que el caracter lipofilo de la molécula permite fijarse a las
membranas y tener la capacidad de inhibir la actividad de la pepsina, estimular la
sintesis de glicoproteinas, alterar la composicion y cantidad del moco (Brunton, 1996),

modular e incrementar la liberacion de prostaglandinas E, y reducir la formacion de
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tromboxanos. Recientemente se ha relacionado el NO como un factor que contribuye al
efecto antiulceroso de la carbenoxolona (Borrelli e 1zzo, 2000).

El uso de la carbenoxolona ha sido limitado por manifestar actividad mineralo-
corticoide importante, provocando retencion de Na’ y liquidos, hipertension,
hipopotasemia, edema, enfermedades cardiacas y trastornos de la tolerancia a la glucosa

(Borrelli e 1zzo, 2000; Bruntom, 1996).

2.6.5. Mecanismo de defensa de la mucosa gastrica independiente de
prostaglandinas

2.6.5.1. Grupos sulfhidrilo

Los grupos sulthidrilo no proteicos en el epitelio son muy importantes en el
mantenimiento de la integridad de la mucosa, ya que estos compuestos tienen la
capacidad de atrapar los radicales libres (Gires, 2005) y de esta forma brindan una
proteccion celular. Se ha reportado que las prostaglandinas previenen la disminucion de
los niveles en la mucosa de los grupos sulfhidrilo cuando se inducen las lesiones

gastricas con etanol (Gires, 2005)

2.6.5.2 Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento es un polipéptido producido por las glandulas salivales y de
Brunner, el cual estimula la sintesis del acido ribonucleico (RNA) y del acido
desoxirribonucleico (DNA) en la mucosa, favoreciendo el crecimiento y la
diferenciacion celular, de tal forma, que se acelera la reparacion de la mucosa gastrica

asi como la formacion de una barrera diluida que restringe el dafio a partir de agentes
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necrosantes, atrapando radicales libres e incrementando el flujo sanguineo. El factor de
crecimiento es un poderoso inhibidor de la secrecidon acido gastrica, ademads, a dosis no
antisecretoras protege al estobmago de las erosiones agudas producidas por aspirina. Se
ha demostrado que es tan efectivo como la cimetidina en la curacion de las ulceras
duodenales crénicas en ratas, ademas previene la formaciéon de las ulceras producidas
por estrés en ratas. Dicho efecto puede estar mediado por la somatostatina endogena.
Sin embargo, el papel del factor de crecimiento epidérmico en la defensa

gastroduodenal humana no ha sido del todo definida (Lanas, 1997; Terrones, 2006).

2.6.5.3. Sulglicétido

Es un polipéptido en forma de sal y se comporta como un agente que cubre la mucosa y
su accion citoprotectora parece estar relacionada con la estimulacion de la produccion
de prostaglandinas gastrointestinales e interviene en el mecanismo de estabilizacion de

la estructura lisosomal en las c€lulas de la mucosa (Hoogerwef'y Pasrichia, 2001).

I11. PLANTAS MEDICINALES CON ACTIVIDAD GASTROPROTECTORA

Es posible enlistar cerca de 58 especies de plantas medicinales estudiadas con actividad
gastroprotectora. Estas especies estan distribuidas en 37 familias, de las cuales las mas
estudiadas son: Asteraceae, Fabaceae, Celastraceae y Turneraceae con trece, seis, tres y
dos especies respectivamente. De los nueve paises que han desarrollado investigacion
en esta area, Brasil contabiliza el 67 % en la investigacion de nuevos principios activos
obtenidos de fuentes naturales (Falcao, 2008).

Baccaris illita, encontrada en la region subtropical de Brasil, es popularmente conocida

como “cha-ventura” o “ervamilagrosa”, es utilizada popularmente por presentar
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actividad anti-inflamatoria, en contra de enfermedades infecciosas y por ejercer una
accion gastroprotectora en el estdbmago al activar los mecanismos de defensa y reducir
la secrecion acida. Quassia amara, es probablemente la fuente de un nuevo
medicamento para el tratamiento de las ulceras gastricas, su mecanismo de accion esta
relacionado con los factores de citoproteccion como son la secrecion de moco y
prostaglandinas. Syngonanthus arthrotrichus, popularmente conocida como “sempre-
vivas-mini-saia”, nativa de Brasil. Los extractos de esta especie contienen flavonoides, a
los cuales se les ha reportado actividad gastroprotectora. En los extractos polares de
Brysonima crassa, se han logrado aislar flavonas y quercetinas, sugiriendo que estas

sustancias son las responsables de la proteccion de la mucosa géstrica (Falcao, 2008).

3.1. Estudios de plantas mexicanas con actividad gastroprotectora

En México, se tiene el registro de 56 plantas medicinales con actividad antiulcerosa, de
las cuales, las mas estudiadas son Hippocratea excelsa (cancerina) (Navarrete et al.,
2002) y Amphipterygium adstringens (cuachalalate) (Arrieta, 2006). Pero cada ano, las
exploraciones etnobotanicas registran nuevas especies con uso para este padecimiento,
siendo una de ellas Croton reflexifolius una planta medicinal con actividad
gastroprotectora, utilizada en la Huasteca Hidalguense para tratar este padecimiento, a
pesar de su uso, no cuenta con ningun estudio fitoquimico o farmacologico que avale su

accion terapéutica.
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3.1.1. Hippocratea excelsa

Hippocratea excelsa es una planta conocida como cancerina, planta nativa de México y
América Central (Falcao et al., 2008). Se aislaron de la corteza de la raiz al B-sitosterol,
B-D-glucosido de B-sitosterol, a la (-) epicatequina y la mezcla de a- y - amirinas como
los metabolitos responsables de la actividad gastroprotectora en el modelo de lesiones

gastricas inducidas por etanol.

3.1.2. Amphipterygium adstringens
De Amphipterygium adstringens espécimen conocido como cuachalalate, se aislo el
acido 3o-hidroximasticadiendnico, B-sitosterol y acido 3-epi-oleandlico, todos ellos

responsables de la actividad gastroprotectora de esta planta (Arrieta et al., 2005).

3.1.3. Croton

El género Croton pertenece a la familia Euphorbiaceae y comprende alrededor de 1300
especies de arboles, arbustos y hierbas distribuidos en las regiones tropicales y
subtropicales de ambos hemisferios. Tan s6lo en Rio de Janeiro se han identificado 39
especies y algunas se utilizan en la medicina popular para el tratamiento del cancer, el
estrefiimiento, la diabetes, problemas digestivos, la disenteria, heridas externas, fiebre,
hipercolesterolemia, hipertension, inflamacion, infecciones intestinales, paludismo,
dolor, tulceras y pérdida de peso. Varias especies son aromaticas, lo que indica la
presencia de componentes volatiles o bien, pueden contener latex, una caracteristica
generalmente asociada con las propiedades medicinales (Salatino, 2007). Este género es

rico en componentes con actividad bioldgica, tales como: diterpernoides, alcaloides,
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diferentes tipos de diterpenos como los ésteres de forbol, clerodano, labdano, kaurano,

trachilobano y flavonoides (Block et al, 2004; Gonzalez-Vazquez, 2006).

3.1.3.1. Especies de Croton con actividad gastrointestinal

La especie de C. cajucara, popularmente conocida como "sacaca", crece en la region
amazonica brasilena. Sus hojas y corteza se utilizan en forma de té o de pildoras para el
tratamiento de la diabetes, colesterol, alteraciones gastrointestinales y hepaticas asi
como pérdida de peso. C. celtidifolius Baill, cominmente conocido como "Sangue-de-
adave", es un arbol del bosque atlantico del sur de Brasil. Su corteza y hojas se utilizan
como infusiones para el tratamiento de enfermedades tales como: inflamacion,
leucemia, reumatismo y tulcera (Salatino, 2007). C. malambo, un pequefio arbol que
crece en el oeste de Venezuela y el norte de Colombia conocido como palomatias y
torco. La infusion de la corteza se utiliza en la medicina tradicional para el tratamiento
de la diabetes, diarrea, reumatismo y ulcera gastrica. Especialmente C. palanostigma es
una de las plantas medicinales mas ampliamente utilizadas en el tropico de América del
Sur. El latex de color rojo obtenido de la corteza se utiliza en el tratamiento de: heridas,
ulcera gastrica e inflamacion intestinal (Salatino, 2007). C. zehntneri, es una planta
aromatica nativa en el noreste de Brasil donde es popularmente llamada "canela-de-
Cunha" y se utiliza principalmente como sedante, estimulante del apetito y para el alivio
de los trastornos gastrointestinales. La corteza y sus hojas se utilizan como edulcorantes
en los alimentos y bebidas (Salatino, 2007).

Las semillas de Croton tiglium son conocidas popularmente como Ba-Bou (o Badou) en

China. Los chinos emplean la semilla en el tratamiento de enfermedades
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gastrointestinales, inflamacion intestinal, reumatismo, dolor de cabeza, ulcera péptica y
dolor visceral. Se ha comprobado que en las semillas, las hojas, corteza y raiz de C.
tiglium contienen terpenos siendo los sesquiterpenos y monoterpenos, los metabolitos
de mayor proporcion (Wang et al., 2008).

Un arbol conocido como sangregado, C. draco, es un arbusto nativo de México y
América Central, posee una savia de color rojo ampliamente utilizado en la medicina
tradicional. Su empleo oral estd indicado para la tos, gripe, diarrea y tulceras del
estobmago. La aplicacion topica ayuda en la cicatrizacion de heridas, llagas abiertas,
herpes y como anti-séptico después de la extraccion de dientes (Salatino, 2007).
Finalmente C. reflexifolius es una planta medicinal que se encuentra en la Huasteca
Hidalguense y es conocida localmente como “Huilocuahuitl”. Las hojas son usadas

comunmente como infusion para tratar la tos, diabetes y tlcera géstrica (Estrada, 1985).

IV. METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD
GASTROPROTECTORA

4.1. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de cerca de 4000 compuestos naturales con una gama
amplia de efectos bioldgicos, incluyendo actividad antiulcerosa. Los flavonoides son
constituyentes importantes en la dieta humana y también se encuentran en varias plantas
medicinales en el mundo. Los mecanismos propuestos para explicar el efecto
gastroprotector de los flavonoides incluyen un incremento en el contenido de
prostaglandinas en la mucosa, disminucioén de la secrecion de histamina por inhibicion

de la histidina descarboxilasa e inhibicion del crecimiento de Helicobacter pylori;
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ademads, de que atrapan radicales libres ejerciendo un papel importante en las lesiones
ulcerosas y erosiones del tracto gastrointestinal. Debido a su baja toxicidad, los
flavonoides pueden potencialmente ser ideales en el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales asociado con infeccion de Helicobacter pylori (Borrelli e 1zzo, 2000).
Algunos de los flavonoides que muestran actividad gastroprotectora y que han sido los
mas estudiados son:

Quercetinas. Previene lesiones en la mucosa gastrica producidas por estrés, ligadura de
piloro, reserpina y etanol, incrementando la cantidad de glicoproteinas neutras en la
mucosa gastrica.

Naringina. Reduce significativamente el indice de ulcera e incrementa el contenido de
hexosamina de la mucosa géstrica sin que se afecte la PGE, y el contenido total de
proteinas, en ratas tratadas con etanol.

Sylamarina. El tratamiento con este flavonoide previene las ulceras inducidas por
estrés y por la ligadura de piloro en ratas, pero no previene la formacién de lesiones
gastricas inducidas por etanol. Se sugiere que el efecto gastroprotector estd relacionado
con la inhibicion de la via de la lipoxigenasa, evitando la sintesis de leucotrienos.
Antocian6sidos. Su actividad gastroprotectora se atribuye a un aumento de moco en la
pared del estdbmago, influyendo en la biosintesis de los mucopolisacaridos.

Solon. Un flavonoide sintético derivado de la soforadina, presenta efectos
gastroprotectores debido a que interviene en la formacién y metabolismo de

prostaglandinas en la mucosa géstrica.
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SU-840. Un nuevo flavonoide sintético derivado de Sophora subprostrata reduce el

acido gastrico y pepsina asi como las lesiones gastricas inducidas por etanol, aspirina o

estrés (Borrelli e Izzo, 2000).

4.2. Saponinas

Las saponinas se encuentran particularmente como glucésidos. Varias plantas que
contienen altas cantidades de saponinas han mostrado tener actividad gastroprotectora
en varios modelos experimentales de ulcera. Las saponinas asiladas de Panax japonicus
y de Kochia scoparia han mostrado tener propiedades gastroprotectoras, las cuales
probablemente se deban a la produccion de moco y de factores protectores de la
membrana. Mientras que la mezcla de saponinas aisladas de Aesculus hippocastanum
también presentan actividad antiulcerosa en varios modelos de ulcera, en donde el
efecto se debe, en parte, a la inhibicion de la secrecion de acido géstrico y secrecion de

pepsindgeno (Borrelli e 1zzo, 2000)

4.3. Taninos

Es conocido que los taninos modifican la capa exterior de la mucosa, haciéndola menos
permeable y mas resistente al dafio quimico, mecanico o irritacién; sin embargo, la
correlacion entre la estructura molecular de los taninos y la actividad
astringente/ulcerosa es desconocida.

La aplicacion de concentraciones bajas de taninos en la mucosa, s6lo modifica la capa
exterior, haciéndola menos permeable por lo que se incrementa la proteccion de las

capas subyacentes en contra de la accion de bacterias, irritacidn quimica y mecénica; en
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tanto que a concentraciones altas, causan coagulacion de las proteinas de la capa
profunda de la mucosa, provocando inflamacion, diarrea y vomito (Borrelli e 1zzo,

2000).

4.4. Gomas y mucilagos

Las gomas y mucilagos son sustancias quebradizas, amorfas, transparentes o
translucidas, las cuales facilmente absorben agua para formar masas gelatinosas y las
soluciones resultantes son coloidales o viscosas. Los farmacos mucilaginosos tienen la
propiedad de cubrir y proteger la mucosa del estdémago por lo que son usados en el
tratamiento de la ulcera gastrica. Althaea officinalis, Cetraria islandica, Malva
sylvestris, Matricaria chamomilla y especies de Aloe son plantas que contienen
mucilagos y que son usadas en varios paises para el tratamiento de la Ulcera gastrica

(Borrelli e 1zzo, 2000).

4.5. Alcaloides

Una gran variedad de alcaloides tales como escopolamina, anisodina, anisodanina,
aislados de Scopolia, son efectivos agentes gastroprotectores en distintos modelos de
ulcera. Dichos alcaloides pueden inhibir la secrecion géstrica y la actividad de la

pepsina e incrementar la barrera de la mucosa (Zhang et al., 1990).

4.6. Aceites
El aceite volatil de Hyptis mutabilis previene o reduce la formacion de tlceras en la

mucosa gastrica de ratas, inducida por indometacina. (Arrieta, 2006). La emulsion
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formada con el aceite de la semilla de Brucea javanica, inhibi6 significativamente las
lesiones gastricas inducidas por la ligadura de piloro, aspirina, estrés y tlcera gastrica

crénica por acido acético en ratas. (Terrones, 2006).

4.7. Triterpenoides

El acido oleandlico el cual estd presente en especies vegetales es un triterpeno que
presenta actividad gastroprotectora 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 estimule la produccion
de prostaglandinas.

Otros triterpenoides como el acetato de B-lupeol aislado de Spilanthes ocymifolia, el
taraxerol aislado de Taraxacum officinale y el acido ursolico aislado de Psychotria
adenophylla, inhiben o reducen las ulceraciones por estrés en ratas (Gupta et al., 1981;

Snykers y Fourie, 1989).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Ulcera gastrica estd considerada dentro de las 20 causas de morbilidad a nivel
nacional y con mayor recurrencia a nivel mundial. Varios productos farmacéuticos se
emplean en el tratamiento de la Ulcera gastrica; sin embargo, no se cuenta con un
farmaco ideal, es decir, que cure la tlcera y disminuya su recurrencia. Los inhibidores
de la ATPasa H" / K' (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, etc.) son los mas
prometedores en este sentido, pero su costo es elevado. En afios recientes, se ha
incrementado el interés por el uso de plantas medicinales, las cuales son una fuente
atractiva para la obtencion de nuevos farmacos que pudieran utilizarse para el
tratamiento de la Glcera gastrica (Falcdo, 2008).

En este sentido, una planta mexicana utilizada para tratar la Glcera gastrica es Croton
reflexifolius (Huilocuahuitl), a pesar de su uso comun en la Huasteca Hidalguense para
tratar la Ulcera géstrica y enfermedades respiratorias, no existe ningin estudio
fitoquimico o farmacoldgico que avale su efecto terapéutico. Se sabe que el género
Croton posee diterpenoides, y para algunos de ellos se les ha reportado actividad
gastroprotectora. Por lo que el presente trabajo estuvo orientado a aislar e identificar,
mediante un estudio biodirigido utilizando el modelo de lesiones gastricas inducidas por
etanol absoluto en ratas Wistar, el o los metabolitos responsables de la actividad de
Croton reflexifolius asi como explorar la participacion del Oxido nitrico, las

prostaglandinas y los grupos sulfhidrilo en su mecanismo de accidn gastroprotector.
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VI. HIPOTESIS

Del género Croton, se han aislado diterpenoides y para algunos de estos se ha
reportado actividad gastroprotectora, por lo que se espera que alguna de estas moléculas

sean las responsables de la actividad gastroprotectora de Croton reflexifolius.
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VII. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar la actividad gastroprotectora, mediante un estudio biodirigido, de Croton
reflexifolius en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas

Wistar.

7.2. Objetivos especificos

a) Evaluar la actividad gastroprotectora de los extractos de hexano, diclorometano y
metanol de C. reflexifolius en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en
ratas Wistar, utilizando dosis que permitan encontrar la ventana de actividad bioldgica.
b) Aislar e identificar el o los metabolitos responsables de la actividad gastroprotectora
de C. reflexifolius.

c) Determinar la participacion de las prostaglandinas enddgenas administrando
indometacina; la implicacién del 6xido nitrico empleando el éster metilico de la N°-
nitro-L-arginina (L-NAME) y los grupos sulfhidrilo utilizando N-Etilmaleimida (NEM)
en el mecanismo de accion gastroprotector del o los metabolitos activos de C.

reflexifolius.
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VIIl. METODOLOGIA

8.1. Material vegetal

Las hojas de Croton reflexifolius se colectaron en Tehuetlan, en el estado de Hidalgo,
Meéxico en mayo del 2007. Una muestra de referencia se deposité en el Herbario de la

Division de Ciencias Forestales de la Universidad Auténoma Chapingo con el nimero

CHAP60955.

8.2. Aparatos
1
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN- H, 500 MHz) y

13
de Carbono 13 (RMN- C, 125 MHz) se realizaron en espectrometro Bruker AVANCE-

DMX 500 en una solucién de CDCl}, empleando un TMS como referencia interna.

8.3. Extraccion y fraccionamiento de las hojas de C. reflexifolius

5.2 kg de hojas secas y molidas de C. reflexifolius fueron extraidas primeramente con
hexano (32 L tres dias/tres veces), posteriormente con diclorometano (32 L tres dias/tres
veces) y finalmente con metanol (32 L tres dias/tres veces) por maceracién a
temperatura ambiente (22° C = 2° C). Cada disolvente fue evaporado en un rota
evaporador a presion reducida, obteniéndose 142, 128 y 401 g de extracto hexano,
diclorometano y metanol, respectivamente, siendo el extracto hexanico el de mayor
actividad gastroprotectora. Por lo que 40 g de este extracto se someti® a una
cromatografia en columna empacada con gel de silice (0.063-0.200 mm, 250 g),
resultando seis fracciones al eluirse con: 1.7 L de hexano 100 % (F1), 1.7 L de

hexano/acetato de etilo 9:1 (F2), 1.7 L de hexano/acetato de etilo 7:3 (F3), 1.7 L de

1
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hexano/acetato de etilo 5:5 (F4), 1.7 L de acetato de etilo 100 % (F5) y 1.7 L de metanol
100 % (F6). Estas fracciones fueron evaluadas en el modelo de lesiones gastricas
inducidas por etanol, siendo la fraccion F3 la de mayor actividad gastroprotectora, la
cual fue recromatografiada en una segunda columna empacada con 300 g de gel de
silice, eluyéndola sucesivamente con hexano, mezclas de hexano-acetato de -etilo,
acetato de etilo y metanol, obteniéndose 50 fracciones de 20 mL cada uno (Figura 3).
De la fraccion 17-40 (eluida con hexano/acetato de etilo, 95:5) se obtuvo un so6lido
blanco (1g), con punto de fusion de 97-100° C, identificandose como acido polialtico
(Figura 4). La pureza del 4cido polidltico fue del 91 %, determinado por Cromatografia
de Liquidos acoplada a Espectroscopia de masas (LC-MS). De esta misma fraccion,
también se aislaron e identificaron [-sitosterol y B-lupeol, en cantidades relativamente

pequenas.

8.4. Datos espectroscopicos
Se realizaron los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno y de

Carbono 13. Los datos experimentales se compararon con los datos reportados por

Carreras et al, (1999).
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Figura 3. Obtencion y fraccionamiento de los extractos de C. reflexifolius



Estudio de la actividad gastroprotectora de Crofon reflexifolius: papel del éxido nitrico,

prostaglandinas y grupos sulfhidrilo en el mecanismo de accion

7
”
.
.
.
.
Z
rd

HOOC

Figura 4. Estructura del 4cido polialtico
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8.5. Animales

Los experimentos se realizaron con ratas machos Wistar de 55 - 60 dias de edad, con un
peso promedio de 180-220 g, obtenidos del Bioterio de la Escuela Superior de Medicina
del Instituto Politécnico Nacional. Los animales fueron tratados conforme a la Norma
Oficial Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z00-1999) y de
acuerdo a las normas internacionales para el uso de animales de laboratorio. Los
animales fueron colocados de manera individual en cajas con un piso de malla de
alambre, privandose de alimento 24 horas antes del experimento, con libre acceso al

agua. En todos los experimentos se utilizaron de siete a diez animales por grupo.

8.6. Farmacos y dosificacion

Los extractos y fracciones fueron suspendidos en Tween 80 al 0.5 % minutos antes de
cada experimento, administrados por via oral. El grupo control recibié tinicamente el
vehiculo (Tween 80 al 0.5 %) en el mismo volumen (0.5 mL /100g) y por la misma via de
administracion. La carbenoxolona (95 % de pureza) se utiliz6 como fiarmaco de
referencia. Para investigar la participacion de las prostaglandinas, se administré por via
subcutanea 10 mg/kg de indometacina disuelta en solucion salina al 0.9 % conteniendo 5%
de NaHCO; (Wan y Goftfried, 1985). Para evaluar la participacion del 6xido nitrico, se
administré 70 mg/kg de L-NAME (98% de pureza) por via intraperitoneal, disuelto en
agua. Para analizar la participacion de los grupos sulthidrilo, se empleé 10 mg/kg de NEM
(98 % de pureza) disuelto en solucion salina al 0.9 %, administrandose por via subcutanea

(Matsuda et al., 1999). Todos los farmacos se adquirieron en Sigma Aldrich Corporation.
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8.7. Lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto
Las ulceras fueron inducidas de acuerdo al método descrito por Robert (1979), por la
administracion intragéstrica de etanol absoluto. Los extractos, fracciones y fArmacos se
administraron a los diferentes grupos de animales y 30 minutos después, se administrd 1
mL de etanol a cada rata. 2 horas después de administrar el agente necrosante, las ratas
fueron sacrificadas en una camara de CO,. De forma inmediata se realizo la diseccion
del estomago y duodeno, llenandose con 10 mL de formaldehido al 2 % y se colocaron
en un recipiente con formaldehido durante 5 minutos, para lograr la fijacion de la capa
interna y externa del estdomago. El duodeno fue abierto a lo largo de su lado anti-
mesentérico y el estbmago a lo largo de su curvatura mayor. El drea dafiada (mm?) fue
medida con un microscopio estereoscopico (x 10) provisto de un micrémetro ocular. Se
calcul6 la suma del area de todas las lesiones en el corpus de cada estdbmago y se utilizo
como indice de ulcera. El % de gastroproteccion se calculd de acuerdo a la relacion:

% de gastroproteccion = (UIC — UIT) X 100/UIC
Donde:
UIC es el indice de ulcera control

UIT es el indice de ulcera de los animales tratados (Arrieta et al., 2005).

8.8. Lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con indometacina

Para investigar la participacion de las prostaglandinas enddgenas en la gastroproteccion del
acido polidltico, se administr6 10 mg/kg de indometacina. 75 minutos después se
administré 30 mg/kg de 4cido polidltico, 30 minutos mas tarde se administré 1 mL de

etanol absoluto a cada rata, pasados 120 minutos después fueron sacrificadas las ratas y se
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determiné el indice de tlcera (Arrieta et al., 2005). Al grupo control se le administrd el
vehiculo mas etanol (Control de vehiculos) y a un segundo grupo, indometacina mas

etanol (Control de indometacina) (Diagrama 1).

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

Para evaluar la participacion del 6xido nitrico endégeno en la gastroproteccion del acido
polidltico, se administré 70 mg/kg de L-NAME. 30 minutos después se administré 30
mg/kg de acido polidltico, transcurridos 30 minutos se administré por via oral 1 mL de
etanol absoluto a cada rata, 120 minutos después fueron sacrificadas las ratas y se
determino el indice de tulcera (Arrieta et al., 2005) Al grupo control se le administré el
vehiculo mas etanol (Control de vehiculos) y a un segundo grupo, L-NAME mads etanol

(Control de L-NAME) (Diagrama 2).
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Tween 80 al 0.5%, p. o. (30 mg/kg; p.o.)
30 minutos
v

Administrar 1 mL de etanol absoluto

l 120 minutos

Sacrificar animales en una camara de CO,y
realizar la diseccion del estdomago

v

Llenarlo con 10 mL de formaldehido al 2% y
determinar el indice de ulcera

Diagrama 1. Evaluacion de la participacion de las prostaglandinas enddgenas en la gastroproteccion

del 4cido polialtico aislado de C. reflexifolius en ratas pretratadas con indometacina
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Ratas macho Wistar

180-220 g
Ayuno de 24 hrs.
\ 4 v v
Control de vehiculos Control de L-NAME L-NAME , 4cido
I polialtico
1
Vehiculo L-NAME L-NAME
H,0
i p. (70 mg/kg; 1. p.) (70 mg/kg; i. p.)
30 minutos
30 minutos
v \ 4 A 4
Vehiculo Acido polialtico
Tween 80 al 0.5%, p. o. (30 mg/kg; p. 0.)
30 minutos

\ 4

Administracion de 1 mL de etanol absoluto

120 minutos

A 4

Sacrificar animales en una camara de CO,y
realizar la diseccion del estomago

l

Llenarlo con 10 mL de formaldehido al 2% y
determinar el indice de ulcera

Diagrama 2. Evaluacion de la participacion del o6xido nitrico enddgeno en la gastroproteccion del

acido polialtico aislado de C. reflexifolius en ratas pretratadas con L-NAME.
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8.10. Lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con NEM

Para analizar la participacion de los grupos sulfhidrilo en la gastroproteccion del acido
polidltico, se administré 10 mg/kg de NEM, 30 minutos después se administro6 30 mg/kg
de acido polidltico, 30 minutos mas tarde se administré 1 mL de etanol absoluto a cada
rata, trascurridos 120 minutos se sacrificaron las ratas y se determiné el indice de tulcera
(Arrieta et al., 2005). Al grupo control se le administr6 el vehiculo mas etanol (Control de

vehiculos) y a un segundo grupo, NEM mas etanol (Control de NEM) (Diagrama 3).

8.11. Analisis Estadistico

Los datos se presentan como el promedio + EEM de siete a diez ratas por grupo. Para
determinar las diferencias significativas se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguido
de la prueba de comparaciones multiples de Dunn’s. Se consideraron diferencias

significativas para un valor de p <0.05.

10
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Ratas macho Wistar

180-220 g
Ayuno de 24 h
v v v
Control de vehiculos Control de NEM NEM - 4cido polidltico
Vehiculo N-Etilmaleimida N-Etilmaleimida
Solucion salina 0.9 %
s.C. (10 mg/ kg, s.c.) (10 mg/ kg, s.c.)
30 minutos
30 minutos
\ 4 \ 4 A
Vehiculo Acido polialtico
Tween 80 al 0.5%, p.o. (30 mg/kg; p.o.)
30 minutos

\ 4

Administracion de 1 mL de etanol absoluto

120 minutos
v

Sacrificar animales en una camara de CO,y
realizar la diseccion del estomago

\ 4

Llenarlo con 10 mL de formaldehido al 2% y
determinar el indice de ulcera

Diagrama 3. Evaluacion de la participacion de los grupos sulthidrilo en la gastroproteccion del acido
polialtico aislado de C. reflexifolius en ratas pretratadas con NEM.
11
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IX. RESULTADOS

Los resultados de la evaluacion de la actividad gastroprotectora de los extractos de
hexano, diclorometano y metanol de C. reflexifolius se presentan en el cuadro 1, los
cuales fueron evaluados en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas
Wistar. El extracto hexanico mostrd un efecto gastroprotector dependiente de la dosis,
obteniéndose el maximo efecto con la dosis de 100 mg/kg (64.38 = 7.72 % de
gastroproteccion), siendo mas activo que los extractos de diclorometano y metanol. De
las seis fracciones (F1-F6) obtenidas de la cromatografia en columna del extracto de
hexano, resultd que F3 fue la fraccién con mayor actividad gastroprotectora (83.28 +
4.52 %, 100 mg/kg) como se puede observar en el cuadro 2. Del fraccionamiento de F3,
se aisl6 un compuesto puro, identificado como 4cido polidltico, el cual presentd un
efecto gastroprotector dependiente de la dosis, alcanzdndose el maximo efecto con la
dosis de 30 mg/kg (65.26 £ 7.71 % de gastroproteccion (Figura 5). Ademas del acido
polialtico, en esta misma fraccion también se aisl6 al B-sitosterol (50 mg) y B-lupeol (60
mg). Dichos metabolitos no se consideraron en este trabajo debido a la escasa cantidad
obtenida y al hecho de que sus efectos gastroprotectores ya son bien conocidos (Lewis y
Hanson, 1991; Arrieta et al., 2005).

Como se menciond previamente, por razones de comparacion, se evalud la
carbenoxolona. Los resultados sugieren que este triterpeno provoca una inhibicién
dosis dependiente sobre las lesiones géstricas inducidas por etanol (Figura 6), los cuales
no mostraron diferencia significativa en relacion con la inhibicién producida por el
acido polialtico. El méximo efecto gastroprotector inducido por la carbenoxolona fue de

66.78 = 7.81 % con la dosis de 30 mg/kg.
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Cuadro 1. Evaluacion de la actividad gastroprotectora de los extractos de Croton reflexifolius

en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas.

Tratamiento Dosis n GP (%)
(mg/kg)

Extracto de hexano 1 8 22.57+10.71*
3 8 32.83 +7.02%
10 8 49.50 + 7.80*
30 8 57.22+7.01*
100 8 64.38 +£7.72*

Extracto de diclorometano 10 8 44.24 + 9.90*
30 8 40.49 + 6.83*
100 8 53.83 +£5.15*

Extracto de metanol 10 7 4.82 £9.67
30 7 23.64 + 8.81*
100 7 35.74 £ 7.75*

*P< 0.05 versus grupo control. El indice de ulcera del grupo control para esta evaluacion fue
63.48 + 8.64.
GP, Gastroproteccion
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Cuadro 2. Efecto gastroprotector de las fracciones F1 a F6 del extracto de hexano sobre las

lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas.

Tratamiento Dosis n GP (%)
(mg/kg)
F1 100 10 52.12 +£7.54*
F2 100 10 65.59 £ 8.70 *
F3 100 10 83.28 £4.52*
F4 100 10 52.73 £9.69*
F5 100 10 56.30 £ 8.61*
F6 100 10 52.96 + 8.96*

*P< 0.05 versus grupo control. El indice de ulcera del grupo control para esta evaluacion fue
76.10 + 8.61.
GP, Gastroproteccion.

9.1. Efecto de la indometacina, L-NAME y NEM en la actividad gastroprotectora.

Los indices de tlcera obtenidos de las ratas tratadas con L-NAME (71.11 + 9.11 mm?,

Figura 7), indometacina (64.90 + 6.72 mm?, Figura 8) 6 NEM (73.62 + 9.94 mm?,

Figura 9) no presentan diferencias significativas (P < 0,05) cuando se comparan con sus

correspondientes controles (79.11 + 9.88, 71.71 + 9.94 y 67.50 £ 9.53 mm’
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respectivamente). La dosis utilizada para cada inhibidor es la 6ptima para bloquear la
sintesis de prostaglandinas, la sintasa de oOxido nitrico y los grupos sulthidrilo
endogenos, sin producir tlceras o agravar aquellas que estén presentes con anterioridad
(Arrieta et al., 2005).

Con respecto a la evaluacion de la posible participacion del 6xido nitrico, al administrar
previamente L-NAME, se inhibi6 el efecto gastroprotector del acido polialtico y de la
carbenoxolona como se muestra en la Figura 7 por lo que no existe una diferencia
estadisticamente significativa cuando se comparan con el control de L-NAME.

La administracion previa de indometacina (10 mg/kg), no modificé el efecto
gastroprotector del acido polidltico (30 mg/kg), el maximo indice de ulcera alcanzado
fue de 37.17 + 7.92 mm’ y para el cual, existe diferencia estadisticamente significativa
cuando se compar6 con el control de indometacina (64.90 + 6.72 mm?). Por otra parte,
el pretratamiento con indometacina revirtio el efecto gastroprotector de la
carbenoxolona (Figura 8), en donde el indice de ulcera fue de 74.65 + 9.47 mm’, este
valor no es estadisticamente diferente al valor obtenido del control de indometacina.

La administracion oral de &cido polialtico y carbenoxolona en ratas pretratadas con
NEM (10 mg/kg) agravo las lesiones gastricas inducidas por etanol. Para este caso, el
indice de ulcera obtenido después de la administracion de 4cido polialtico fue 67.70 +
8.75mm’ y 59.45 + 7.18 para la carbenoxolona, valores que no presentan diferencia

significativa cuando son comparados con el control de NEM (Figura 9).
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Figura 5. Efecto gastroprotector de las diferentes dosis de acido polialtico sobre las lesiones
gastricas inducidas por etanol en ratas. Cada barra representa el promedio + EEM (n = 7-10).

*P < 0.05 comparado con respectivo control.
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Figura 6. Efecto gastroprotector de las diferentes dosis de carbenoxolona sobre las lesiones
gastricas inducidas por etanol en ratas. Cada barra representa el promedio £ EEM (n = 7-10).

*P < 0.05 comparado con respectivo control.
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Figura 7. Efecto gastroprotector del acido polialtico (PA) y carbenoxolona (CAR) con la dosis
de 30 mg/kg sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con L-NAME
(70 mg/kg). Cada barra representa el promedio = EEM (n = 7-10). *P < 0.05 comparado con

respectivo control.
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Figura 8. Efecto gastroprotector del acido polialtico (PA) y carbenoxolona (CAR) con la dosis
de 30 mg/kg sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con
indometacina (10 mg/kg). Cada barra representa el promedio + EEM (n = 7-10). *P < 0.05

comparado con respectivo control.
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Figura 9. Efecto del acido polialtico (PA) y carbenoxolona (CAR) con la dosis de 30 mg/kg
sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pretratadas con NEM (10 mg/kg). Cada

barra representa el promedio + EEM (n = 7-10). *P < 0.05 comparado con respectivo control.
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X. DISCUSION

El presente trabajo es un estudio preliminar, el cual proporciona un apoyo cientifico al
uso de Croton reflexifolius en el tratamiento de las Ulceras gastricas (Estrada, 1985). De
los extractos obtenidos a partir de las hojas de esta planta, se encontrd que el extracto
hexanico presento la mayor actividad gastroprotectora, alcanzandose el mayor efecto
con la dosis de 100 mg/kg (64.38 + 7.72% de gastroproteccion) en el modelo de
lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas. A partir de la F3, obtenida del
fraccionamiento de este extracto, se aisl6 un compuesto puro identificado como &cido
polialtico, el cual es considerado uno de los principales metabolitos activos de C.
reflexifolius, el cual present6 un efecto gastroprotector maximo de 65.26 + 7.71 % con
la dosis de 30 mg/kg. Curiosamente, el efecto méximo del &cido polialtico como
compuesto puro fue inferior a la obtenida con F3 (83.28 + 4.52 %), esto se puede
atribuir a que en esta fraccion también se aislaron al B-lupeol y B-sitosterol, a los que se
les conocen ya bien su actividad gastroprotectora (Arrieta et al., 2005; Lewis & Hanson,
1991).

Se ha demostrado que el género Croton posee un alto contenido de diterpenoides,
siendo el acido polialtico también un diterpenoide. (Block et al., 2004). Plantas que
contienen diterpenoides han demostrado actividad antiulcerosa en varios modelos
experimentales de la Ulcera (Melo et al., 2003; Zhang et al., 2006). Por lo que el efecto
gastroprotector del &cido polialtico es una nueva propiedad farmacoldgica e
independiente a los efectos bioldgicos reportados, los cuales consisten en actuar como
un repelente del caracol marino monodonta (Ohta y Nawamaki, 1978) y de la actividad

anti-mutagénica (Miyazawa et al., 1995).
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10.1. Determinacion de la participacion del O6xido nitrico en el efecto
gastroprotector del acido polialtico

Se conoce que el 6xido nitrico esta implicado en la modulacion de la integridad de la
mucosa gastrica por medio de la regulacion de acido, secrecion de moco bicarbonato y
flujo sanguineo (Calatayud et al., 2001). En un intento de proporcionar informacion
sobre la participacion del 6xido nitrico en la gastroproteccion del acido poliltico, se
utilizaron ratas tratadas previamente con L-NAME (un inhibidor no selectivo de la
sintasa de 6xido nitrico). Los resultados de este estudio mostraron que la administracion
previa de L-NAME inhibi6é el efecto gastroprotector del acido poliéltico y de la
carbenoxolona (Figura 7). Lo cual sugiere que el éxido nitrico esta involucrado en la
gastroproteccion del acido poliéltico y de la carbenoxolona, siendo este Gltimo, un

farmaco obtenido a partir de una fuente natural.

10.2. Determinacion de las prostaglandinas en el efecto gastroprotector del acido
polialtico.

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 enddgenas o exdgenas,
las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en el sistema digestivo y estan
involucradas en cierto nimero de procesos fisiologicos incluyendo la motilidad, flujo
sanguineo, secrecién de moco-bicarbonato y reduccion de la secrecion de acido (Atay et
al., 2000). De acuerdo a los resultados obtenidos, se muestra que las prostaglandinas no

participan en el mecanismo de gastroproteccion del &cido polialtico, debido a que el
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efecto de este diterpenoide no fue alterado por el tratamiento previo con indometacina,
un inhibidor no especifico de la ciclooxigenasa (Wan y Gottfried, 1985). En cambio, la
accion gastroprotectora de la carbenoxolona si fue inhibida por el pretratamiento con
indometacina, el cual inhibe la sintesis de prostaglandinas provocando un incremento en
la susceptibilidad del dafio en la mucosa géastrica (Atay et al., 2000; Arrieta et al.,

2005).

10.3. Determinacion de la participacion de los grupos sulfhidrilo en la
gastroproteccién del acido poliéltico

Se ha demostrado que durante el desarrollo del dafio gastrico inducido por el etanol
existe una disminucion en los grupos sulfhidrilo de la mucosa gastrica. Estos
compuestos neutralizan los radicales libres producidos durante el dafio al tejido por
agentes nocivos. Ademas, los grupos sulfhidrilo producen subunidades de moco
mediante la formacion de puentes de disulfuro y asi reducen los radicales libres los
cuales son eliminados por el moco, donde se vuelven solubles en agua (Avila et al.,
1996; Maity et al., 1998). Para investigar la implicacion de estos grupos en el efecto
gastroprotector del acido polialtico, se administré6 previamente N-etilmaleimida, un
bloqueador de los grupos sulfhidrilo. Los resultados muestran una inhibicion en el
efecto gastroprotector del acido polialtico y el de la carbenoxolona. Esto sugiere que los
grupos sulfhidrilo enddgenos participan en la gastroproteccion del diterpenoide asi

como del compuesto de referencia.
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X1. CONCLUSIONES

1.- Se demostrd que Croton reflexifolius presenta actividad gastroprotectora contra las
lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar, de tal manera que con los
resultados de este trabajo se proporciona una evidencia cientifica sobre la eficacia de

esta planta en el tratamiento de la Ulcera gastrica.

2.- El &cido poliéltico, aislado del fraccionamiento del extracto hexanico, es uno de los

metabolitos responsables de la actividad gastroprotectora de C. reflexifolius.

3.- En el mecanismo de accion gastroprotector del &cido polialtico estan implicados de
manera importante el 6xido nitrico enddgeno y los grupos sulfhidrilo, pero no las

prostaglandinas.
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XIl. PERSPECTIVAS

1.- Realizar los estudios de toxicidad, DEsy.

2.- Cuantificar los niveles de nitratos y grupos sulfhidrilo en el jugo gastrico de ratas al
administrar &cido polialtico en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol.

3.- Determinar si las neuronas sensibles a capsaicina estan implicadas en el mecanismo
de accion gastroprotector del acido poliéaltico.

4.- Evaluar la actividad gastroprotectora de C. reflexifolius en el modelo de Ulcera
gastrica inducida con &cido acético.

5.- Estudiar otros posibles mecanismos de accion del &cido polidltico, en donde se

involucre la via antisecretora.
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XIV. ANEXOS

14.1. Datos espectroscopicos

Acido poliéltico, *H-RMN (CDCls): 8 =7.35 (1H, t, J = 1.7 Hz, H-15), 7.19 (1H, s, H-16 ),
6.26 (1H, s, H-14), 4.88 (1H, s, H-17), 4.59 (1H, s, H-17"), 1.15 (3H, s, H-19), 0.72 (3H, s,
H-20), *C-RMN (CDCly): & = 185.2 (C-18), 147.7 (C-8), 142.7 (C-15), 138.6 (C-16),
125.4 (C-13), 110.9 (C-14), 107.0 (C-17), 56.0 (C-9), 49.4 (C-5), 47.5 (C-4), 38.8 (C-10),
37.9 (C-1), 37.7 (C-7), 37.0 (C-3), 26.8 (C-6), 23.9 (C-12), 23.4 (C-11), 18.4 (C-2), 16.2
(C-19), 14.7 (C-20). Estos datos corresponden con los reportados en la literatura (Carreras

etal., 1998).
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Reyes-Trejo, B., Sdnchez-Mendoza, M.E., Becerra-Garcia, A.A., Cedillo-Portugal, E.,
Castillo-Henkel, C., Arrieta, J. (2008). Bioassay-guided isolation of an anti-ulcer
diterpenoid from Croton reflexifolius: role of nitric oxide, prostaglandins and

sulfhydryls. Journal of Pharmacy and Pharmacology 60: 931-936.
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Bioassay-guided isolation of an anti-ulcer diterpenoid
from Croton reflexifolius: role of nitric oxide,
prostaglandins and sulfhydryls

Benito Reyes-Trejo, Maria Elena Sanchez-Mendoza, Anabel Ariana
Becerra-Garcia, Ernestina Cedillo-Portugal, Carlos Castillo-Henkel
and lesus Arrieta

Abstract

Croton reflextfolius H. B. K (Euphorblaceag) 15 a very commaon medicinal plant In the Huastecan
reglon of Mexico that, according to local folk medicing, 1s considerad useful In the treatment of gas-
tritls and gastric ulcer. '"We have almed to test the validity of this practice by using the experimental
model of an ethanal-induced gastric ulcer In male Wistar rats. The results showed that C. reflexfo-
lius had gastroprotector activity, that the hexane extract had the highest protective acthity
(64,38 +7.72%), and that polyalthic acld Isolated from this extract was the maln active gastroprotec-
tor agent. Rats treated orally with polyalthic acid showed a gastroprotective effect similar to that
elicited by carbenoxolone. As with carbenoxolong, the effect elicited by polyalthic aclkd was attenu-
ated by pretreatment with elther MSnitro-L-arginine methyl ester (7omakg~', 1.p.), a nitric oxide
(MO synithase Inhibitor, or N-ethylmaleimide (10mgka~, 5.}, a blocker of sulfhydryl groups. This
suggested that the gastroprotective mechanism of this diterpenold Involved the participation of
both MO and endogenous sulfhydryl groups. Contrary to carbenoxolone, the gastroprotactive effect
of polyalthic acld was not affected by the inhibition of prostaglandin synthesis with indometacin
{1omgkg", 5. c). Inconcluslon, Croton reflaxfolius contalns compounds with gastroprotector actity.,
Polyalthlc acid, which was Isolated from this plant, was the maln compound with gastroprotector
activity, having effecthveness similar to that found with the use of carbenoxalone. Wheareas NO and
sulfhydryl groups were Invohaed In the mechanlsms of gastroprotective action of polyalthic acld,
prostaglandins were not.

Introduction

It is generally accepted that gastric ulcers are caused by a lack of balance between gasiric
aggressive factors and mucosal defensive mechanisms. The gastric mucosa is continuously
exposed to potentially injurious agents such as gastric acid, pepsin, bile acid, food ingredi-
ents, bacterial products, and drugs. These agents increase gastric acid and pepsin secretion,
decrease the gastric blood flow, suppress the endogenous generation of prostaglandins,
inhibit mucosal growth and cell proliferation, and modify the gastric motility {Toma etal
2002). On the other hand, defensive mechanisms of the gastric mucosa consist mainly of
functional, humoral and neural factors. Mucus—alkaline secretions, microcirculation and
motility act as functional factors, prostaglandins (PGs) and nitric oxide (NO) as humoral
factars, and capsaicin-sensitive sensory neurons (CPSN) as neuronal factors { Calatayud etal
2001: Tsukimi & Okabe 2001). Although many drugs have been effectively employed in
the treatment of gastroduodenal uleer and peptic diseases, all of these compounds have
shown major shortcomings, such as the therapeutic failures observed in certain cases,
adverse effects or high cost (Toma etal 2002). In the search for new therapeutic options, tra-
ditional medicinal plants are one source of natural products, such as triterpenes, diterpenes
and flavonoids, among others with gastroprotective activity (Barreli & Izzo 2000). The
genus Crofon, which comprises 700 species (Cataldn et al 2003), is well known for its diter-
penoid content, and many different types of diterpenes, such as phorbol esters, clerodane,
labdane, kaurane, trachylobane ete. have heen isolated from it (Block etal 2004). Some of
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these substances have anti-hypertensive (Baccelli etal 2005),
antifeedant (Nihei etal 2006) or anti-ulcerogenic (Rodriguez
etal 2004 ) activity.

Craton reflexifoliuy HB.E. (Euphorbiaceas) is a Huoaste-
can medicinal plant called “huilocuahoitl’, and its leaves are
commonly used as an infusion to treat cough, diabetes and
gastric ulcers (Estrada 1985 ). Although this plant is commonly
used by the healers and shamans of the Huasteca (Hidalgo
State, Mexico) to cure gastric ulcers, there is no scientific
report either validating or invalidating this therapeutic prac-
tice. Therefore, we decided to test the gastroprotector activity
of C. reflextfolius and, upon validating such protective action,
proceaded to identify the active compound or compounds.
A bicassay-guided fractionation was performed and the com-
pounds obtained were tested using the absolute ethanol-
induced gastric ulcer experimental model in Wistar rats. The
role of endogenous NO, sulfhydryl groups and prostaglandins
in the gastroprotective effect was evaluated to provide infor-
mation about the mechanism of action of these compounds.
The results were compared with the effect of carbenoxolone.

Materials and Methods

General procedures

The 'H and C NMR spectra were recorded in a CDCl; solu-
tion on a Bruker AVANCE-DMX 500 spectrometer, working
at 500 and 125 MHz, respectively.

Plant material

Leaves of C. reflexifolins H.B.K were collected at Tehuetlan,
in the state of Hidalgo, Mexico, during May of 2007, A spec-
imen of the original collection can be found in the Herbarivm
of the Division de Ciencias Forestales, at the Universidad
Auténoma Chapingo, with the voucher number CHAPG0955.

Extraction and preliminary fraction

The leaves of C. reflexifolius were dried at room temperature
(22+2°C) in the shade. After grinding 5.2 kg leaves, com-
pounds were successively extracted from them by maceration
at room temperature (22°C+ 2) for three days, first with hex-
ane (32Lx3), then dichloromethans (32Lx3) and finally
methanol (32L % 3). Evaporation of the solvents in vacuum
gave 142, 128 and 401 g of syrupy residues, respectively. The
hexane extract obtained from the leaves of C. reflevifoliug
showed the most active gastroprotective effect (Table 1).
Thus 40 g of this extract was subjected to percolation over a
silica gel column (0.063-0.200 mm, 250g) by using a step
gradient of hexane (1.7L, fraction 1 (F1)), hexane/EtOAc
(9:1. L.7L, F2), hexane/EtOAc (7:3. L7L. F3). hexane/
EQAc (1:1. 1.7L, F4), EtOAc (1.7L, F5) and MeOH (1.7L.
Fa). Fraction 3 (F3), which was the most active, was chroma-
tographed on a silica gel colvmn (300 g). Elution with hex-
ane, hexane/EtOAc mixtures, EtOAc and MeOH afforded 50
fractions of 20ml each. Fractions 17-40 (hexane/EtCOAc,
95:5) vielded a white solid (1.0g. mp 97-100°C) identified as
polyalthic acid (Figure 1) its LC-MS spectrum showed a

Table 1 Gastroprotectve effect of the extracts of Crown reflexifelins
on ethanol-induced ulceration in rats

Treatment Dase n Gastroprotection %)
{mgkz
Hexane extract 1 H 22571071
3 8 32.83+7.02%
10 8 4050+ 780
30 8 57224700
100 8 6438+ 7.72%
Dichloromethane extract 10 H 44.24+9.90%
30 8 4049+683*
100 8 5383+ 515
Methanol extract 10 7 482+0.67
30 7 23641 881"
100 7 35T4£7.75%

*P <005 compared with control group. The ulcer index in the control
group for this evaluation was 63 48 £ 8.64,

w R
=l
T

Figure 1 The structure of pol yalthic acid.

purity of 91 % (Carreras etal 1998), as well as vielding +-sito-
steral and S-lupeol.

Phytochemical data

Polyalthic acid. 'H NMR (CDCl3): 6=7.35 (1H. t. J= L.7THz.
H-15), 7.19{1H. s, H-16). 6.26 { 1H, s, H-14), 4 88 {I1H. =, H-
17y, 459 (1H, s, H-17"), 1.15 {3H, s, H-19), 0.72 (3H, s, H-
209, ¥C NMR (CDCly ) 6=185.2 (C-18), 147.7 (C-8), 142.7
(C-15), 13860 (C-16), 1254 (C-13), 1109 {(C-14), 107.0 {C-
1Ty, 56.0 (C-9), 494 (C-5), 47.5 (C-4), 388 (C-10), 379
(C-1), 37.7 (C-T), 37.00C-3), 26.8 (C-6), 23.9(C-12), 234
(C-11), 184 (C-2), 16.2 (C-19), 14.7 (C-20). These data cor-
responded with those in the literature (Carreras etal 1998).

Animals

All the experiments were performed with male Wistar rats
(180-220g; from the animal house of the Universidad
Auténoma Chapingo). Procedures involving animals and
their care were conducted in conformity with the Mexican
Official Norm for Animal Care and Handling (NOM-062-
Z00-1999) and in compliance with international rules on
care and use of laboratory animals. Unless otherwise
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specified, the rats were placed in single cages with wire-net
floors and deprived of food 24 h before experimentation, but
were allowed free access to tap water throughout. All experi-
ments were carried out using 7—10 animals per group.

Drugs and dosage

Carbenoxolone (Sigma-Aldrich Co.) was used as the gastro-
protective reference drug. The drugs were prepared freshly
each time, suspended in 0.5% Tween 80 and administered by
the intragastric route. Control rats received the vehicle (0.5%
Tween 80) in the same volume (0.5mL/00g) and by the
same route. NY-nitro-L- arginine methyl ester (L- NAMEJ
N-ethylmaleimide (NEM) and indometacin were purchased
from Sigma Chemical Co. (UISA).

Acute gastric ulcer induced by absolute ethanol

Gastric ulcer was induced by administering absolute ethanol
orally (1 mL) as described by Robert { 1979). The extracts or
drugs were administered to different groups 30min before
ethanol administration. Two hours after ethanol administra-
tion, the animals were killed in a CO; chamber. The stomach
and duodenum were dissected out, inflated with 10mL for-
malin, and then placed in 2% formalin for 5min to fix both
the inner and outer layers. The duodenum was opened along
its anti-mesenteric side and the stomach along the greater cur-
wvature. The damaged area (mm ) was measured under a dis-
section microscope (#10) with an ocolar micrometer. The
sum of the area of all the lesions in the corpus of each animal
was caleulated and served as the uleer index. Gastroprotection
(%) was caleulated according to: % gastroprotection=(UIC-
UIT ) 1OVUIC, where UIC is the ulcer index in control and
UIT is the test apimal’s index (Matsuda etal 1999, Arrieta
etal 2003).

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

To investigate the involvement of endogenous NO in the gas,
troprotective effects of the compounds, L-NAME (70 mgkg™

dissolved in saline solution) was intraperitonally injected in the
three experimental groups 30 min before the adnurustrat]on of
either the vehicle, polyalthic acid (30 mgkg 1 or carbenox-
olone (30 mgkg'lj by the oral route (Matsuda etal 1999),

Absolute ethanol was given to each rat in these groups 30 min
later, and the animals were killed 2h after the administration
of ethanol to measure the ulcer index. Two control groups
(L-MAME-treated and non-L-WAME-treated) were included
in this evaluation.

Ethanol-induced gastric mucosal lesions
in indometacin-pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous prostaglandins
in the gastroprotective effect of the compounds, a control
group received a subcutaneous injection of NaHCO; 5 mM in
saline solution and another group an injection of indometacin
(10mgkg™!, dissolved in NaHCO; 5mM) by the same route
(Wan & Gottfried 1985). After 75 min, the animals in each of
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these two groups received one of three oral treatments (saline
solution, 30mgkg™ polvalthic acid or 30 mgkg™! carbenox-
olone). Absolute ethanol was given to each rat 30min after
polyvalthic acid or carbenoxolone administration and the rats
were killed 2h later in a €Oy chamber. The stomachs were
subsequently removed to measure the ulcer index, as men-
tioned previously.

Ethanol-induced gastric mucasal l2sions in NEM
pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous sulthydryls in
the protective effe-::ts of polwil]‘uc: acid and carbenoxolone,
NEM (10 mgkg™, dissolved in saline solution) was subcuta-
neously injected in the three experimental groups of animals
30min before the oral administration of either the vehicle,
polyalthic acid (30 mgkg™) or carbenoxolone (30mgkg™)
(Matsuda etal 1999). Absolute ethanol was given to each rat
30min later and rats were killed 2 h after the administration
of ethanol to measure the intensity of the gastric uleer. Two
control groups (NEM-treated and non-NEM-treated) were
included in this experiment.

Statistics

Data were presented as the meanzxs.e.m. from seven to ten
rats per group. Statistically significant differences between
the treatments were tested by the Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn’s multiple comparison test. Probability (P)
values less than (.05 were considered significant.

Results

Gastroprotective effect

The gastroprotective activity of different extracts of
C. reflexifolivs on ethanol-induced ulcerations in rats are
given in Table 1. The hexane extract elicited a dose-depend-
ent gastroprotective effect Lmammum 64.38+£7.72% gastro-
protective effect with 100 mgkg™') and was more active than
the dichloromethane or methanol extracts. Of the six fractions
(F1-F6) obtained from the silica gel percolation of the hexane
extract, F3 was found to be the most active (maximal
B328+452% gastroprotective effect; see Table 2). A pure

Table 2 Gastroprotective effect of the fractions of hexane extract
(FI-Ff) on ethanol-induced ulceration in rats

Treatment Daose n Gasiroprotection (% )
imgkg !y
Fl1 100 10 52.12£7.54%
F2 100 10 6550+ 8.70%
F3 100 10 B328+4.52%
F4 100 10 5273+ 0.60%
F3 100 10 S630LR61*
F& 100 10 5206 £ R06%

=P <005 compared with control group. The ulcer index in the control
group for this evaluation was 76,10+ 861,
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compound identified as polyalthic acid, which showed a
dose-dependent gastroprotective effect, was obtained from
F3. The maximal gastroprotective effect, obtained with
30mgkg™! polyalthic acid, was 6526 +7.71% (Figure 2A). Tt
is worth mentioning that in addition to polyalthic acid, S-sito-
sterol (50mg) and S~lupeol (60.52 mg) were isolated from the
F3 fraction. They were not considered in this work because of
the scarce quantity obtained and the fact that their gastropro-
tective effect is already very well known (Lewis & Hanson
1991 Arrieta etal 2003).

As previously mentioned, for comparative reasons the
effect of carbenoxolone was studied. The results showed that
this compound elicited a dose-dependent inhibition of gastric
ulcers (Figure 2B) that represented no statistically significant
difference in relation to that inhibition produced by polyalthic
acid. The maximal gastroprotective effect induced by
carbenoxolons was 66,7871 £7.8152% at 30mg kg‘l.

Effect of indometadin, L-MAME and NEM on the
gastroprotective effect

The ulcer index of the rats treated with 70 mg kg™ L-NAME
(7211 2911 mm?®, Figure 3A), 10mgkg™' indometacin
(6490+6.72mm’, Figure 3B). or 10mgkg™' NEM
(73.62+£9.94 mm~, Figure 3C) was not significantly different

(P =0.05) compared with controls treated with saline solution
only (7911 £9.88, T71.71£994 and 67.50£9.53 mm>,
respectively). Previously, it was reported that these doses of
inhibitors were high enough to block prostaglandin synthesis,
NO synthase and endogenous salfhydryls, respectively, with-
out producing ulcers or aggravating those previously present
{Arrieta etal 2003).

Pretreatment with L-NAME (70 mgkg_l. s.c.) attenuated the
gastroprotective effect of both polyalthic acid (30mgkg™!) and
carbenoxolons (30 mgkg'ljl {Figure 3A). The ulcer index
obtained in the rats treated with polyalthic acid (76.7727+
10,6027 mm?) or carbenoxolone (53.7188 + 7.841 Imm”) was
not significantly different (P<0.05) from the L-NAME-pretreated
controls (72,6563 £9.1 146 mim™).

Polyalthic acid (30mgkg™) produced inhibition of an
ethanol-induced gastric uleer in indometacin-pretreated ani-
mals (10 mgkg_lj. The maximum ulcer index obtained for
polyalthic acid in this case was 37.17+£7 92 mm~, which was
significantly different (P<0.05) from that of the indometacin-
pretreated control (64.90£6.72mm”). On the other hand, the
value of the ulcer index obtained with 30mgkg™ carbenox-
olone (74.65+947mm”) was not significantly different
(P =<0,05) from that of the control (Figure 3B).

Oral administration of polyalthic acid to NEM-pretreated
(10 mgkg‘lj rats did not inhibit the ethanol-induced gastric
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lesions. In this case, the uleer index obtained following the
administration of polyalthic acid was &7.70E£B8.75 mm?, a
value not significantly different (F<0.05) from that of the
MNEM-pretreated control (Figure 3C). Carbenoxolone also
showed no statistically significant difference in the inhibition
of ethanol induced gastric lesions after pretreatment with
NEM when compared with the control (Figure 3C).

Discussion

We have provided preliminary scientific support to the popu-
lar practice of administering C. reflexifolius in the treatment
of gastric ulcers (Estrada 1985). Tt was found that extracts
obtained from the leaves of this plant had gastroprotective
activity in the experimental rat model of ethancl-induced gas-
tric ulcers. The hexane extract was the most potent, with a
maximal 64.38 £7.72% gastroprotective effect. The bioassay-
guided fractionation showed that polyalthic acid isolated
from F3 was one of the main active ingredients, with a maxi-
mal gastroprotective effect of 65.26+x7.71%. Interestingly,
the maximal effect of polyalthic acid, a pure compound, was
lower than that produced by F3 (83.28+4.52%). This was
probably due to the fact that relatively small amounts of two
compounds, S-sitosterol and S-lupeol, both with well-known
gastroprotector activity (Lewis & Hanson 1991; Arrieta etal
2003}, were also isolated from F3.

Polyalthic acid is a diterpencid and the genus Crofon is
well known for its diterpencid content (Block etal 2004).
Other plants containing diterpencids have also demonstrated
their anti-ulcer activity in several experimental ulcer modals
(Melo etal 2003; Zhang etal 2006). Therefore, the anti-ulcer
effect of polyalthic acid presented in this study was another

property of this substance, apart from the previously pub-
lished biclogical effects as a repellent against the monodonta
sea snail (Ohta & Nawamaki 1978) and an antimutagenic
agent (Mivazawa et al 1995).

Im an attempt to provide information about the mechanism
of the gastroprotective action of polyalthic acid, the participa-
tion of N0 was evaluated by pretreating the rats with
L-MAME (a nitric oxide synthase inhibitor). It is well known
that NO is involved in the modulation of gastric mucosal
integrity and is important in the regulation of acid and alka-
line secretion, mucus secretion and gastric mucosal blood
flow (Calatayud et al 2001 ). The resalts of this study showed
that in the presence of L-MAME the gastroprotective effect of
polyalthic acid was inhibited (76.77 £10.60 mm?), as was the
protective effect of carbenoxolone (Figure 3A). Thus NO was
involved in the gastroprotection elicited by polyalthic acid
and carbenoxolone, the latter being an anti-ulcer drug derived
from a natural source used as a comparator drug in the study
of the mechanism of action of the former.

Further evidence was provided about the mechanism of
action of polyalthic acid by investigating the role of endog-
enous sulfhydryl compounds. It has been demonstrated thar
the development of ethanol-induced gastric damage is accom-
panied by a decrease in mucosal sulfhydryl compounds.
These compounds are neutralized when they bind to the free
radicals that are produced following tissue injury by noxious
agents. In addition, sulfhydryl compounds canse mucus subu-
nits to be joined by disulfide bridges with the reduction of
free radicals, the latter of which are eliminated since the
mucus is rendered water-soluble {Avila etal 1996; Maity et al
1998). Thus we pretreated animals with NEM. a blocker of
sulfhydryl compounds (Figure 3C), 1o investigate the possible
involvement of these compounds in the gastroprotective

7
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effect of polyalthic acid. The results indicated that pretreat-
ment with NEM inhibited the gastroprotective effect of poly-
althic  acid QS?.]’EI £875mm")  and  carbenoxolone
(5945+£7.18 mm~). This indicated that the endogenous sulf-
hydryls may have been involved in the gastroprotection of the
diterpenoid and the reference compound.

Prostaglandins, especially PGE; and PGI;. which are
responsible for nucus production and the maintenance of cel-
lular integrity in the gastric mocosa {Rujjanawate eral 2005),
are also involved in the protection of the gastric mucus. The
results obtained in this study showed that prostaglanding did
not participate in the mechanism of gastroprotection of poly-
althic acid, as the effect of this compound was not changed by
pretreatment with indometacin, a cyclooxygenase inhibitor
(Wan & Goutfried 1985). In contrast, the gastroprotective
action elicited by carbenoxolone was inhibited by pretreat-
ment with indometacin (Arrieta etal 2003).

Conclusion

Scientific evidence for the effectiveness of C. reflexifolius in
the treatment of gastric ulcer have been provided with this
study. Polyalthic acid was identified as the main active gas-
troprotective agent in this traditional medicinal plant. The
mechanism of the gastroprotective action of polyalthic acid
was related to endogenous NO and sulfhydryl groups, but not
to prostaglandins.
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