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Resumen

El entendimiento de la enfermedad acido péptica implica el conocimiento de los diversos
factores involucrados en el mantenimiento de la homeostasis gastrica y de las relaciones
existentes entre ellos. Entre esos factores se encuentre el sulfuro de hidrégeno (HS), un
gas modulador enddgeno que ha cobrado importancia en los Ultimos afios y cuyos niveles
parecen estar alterados en algunas enfermedades (f£owicka y Beltowski, 2007).

Debido que el papel del H,S en el sistema gastrointestinal se conoce muy poco, en este
trabajo se caracterizd el efecto gastroprotector de propargilglicina (PAG) en dosis de 3.12
a 75 mg/kg via i.p., un inhibidor de la sintesis de H,S, en el modelo de dafio gastrico con
etanol absoluto. Para determinar una posible relacién entre los niveles de H,S y el dafo
gastrico, se determinaron los niveles endégenos de éste compuesto en estdmagos de rata
sanos, tejidos con dafio gastrico inducido con etanol y tejidos tratados con PAG antes de
inducir el dafio gastrico con etanol.

También se examind la relacién entre el efecto gastroprotector de PAG y diversos
mediadores involucrados en gastroproteccion diferentes al H,S. Para ello, se determiné la
participacién de grupos sulfihidrilo no proteicos en el efecto gastroprotector de PAG,
mediante el pretratamiento con N-etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg s.c.); la participacion de
Oxido nitrico en el efecto gastroprotector de PAG, mediante el pretratamiento con L-
NAME (70 mg/kg i.p.); el efecto de los canales de potasio dependientes de ATP en el
efecto gastroprotector de PAG, mediante el uso de los compuestos glibenclamida (1
mg/kg via i.p.) y diazoxido (3mg/kg via i.p.) y, finalmente, se evalud la participacion de
prostaglandinas, mediante el pretratamiento con indometacina (10 mg/kg s.c.) y a través
de la determinacién de los niveles enddgenos de prostaglandina E; en estdmago.

Los resultados obtenidos mostraron que PAG tiene un efecto gastroprotector dosis
dependiente a través de la prevencidon del incremento de los niveles de sulfuro de
hidrogeno en el dafio gastrico con etanol. Ademas, se determind que el efecto
gastroprotector de PAG se debe en parte a la participacion de grupos sulfihidrilo no
proteicos y no se relaciona con la participacién de O6xido nitrico, canales K'arp, ni

prostaglandinas.



l. Introduccion

El sulfuro de hidrégeno (H,S) es un factor humoral de gastroproteccion cuyo estudio es
relativamente reciente y limitado. Las investigaciones realizadas hasta el momento
muestran que este mediador se encuentra alterado en diversas enfermedades y puede
contribuir de forma benéfica o nociva en un mismo sistema. Recientemente se ha visto
que el sulfuro de hidrégeno podria prevenir la formacion de Ulceras en el sistema

gastrointestinal.

Debido al posible papel dual del H,S, este trabajo experimental se basa en la hipdtesis de
qgue el dafo gastrico inducido con etanol afecta los niveles de H,S enddgeno. Con la
finalidad de esclarecer la participaciéon del sulfuro de hidrégeno, esta tesis se enfoca
principalmente en la determinacién del efecto gastroprotector de propargilglicina (PAG),
un inhibidor de la sintesis de sulfuro de hidrégeno, en el dafio gastrico inducido con etanol
absoluto; asi como en la obtencién de las bases cientificas que permitan comprender su

mecanismo de accion.

Es importante aclarar que este trabajo se limita al estudio desde el punto de vista
farmacoldgico preclinico; sin embargo, hace referencia a la importancia de la regulacion
de los factores humorales, sobre todo el sulfuro de hidrégeno, con fines terapéuticos en
patologias como la enfermedad acido péptica, donde existe un desbalance de los

componentes celulares y humorales esenciales del sistema gastrointestinal.

En los experimentos de este trabajo se emplearon ratas como animales de
experimentacion y las estrategias empleadas fueron la caracterizacién dosis respuesta del
efecto de PAG en el modelo de dafio gastrico con etanol absoluto, la determinacién de los
niveles enddgenos de sulfuro de H,S en estdmago, el estudio de la relacion entre el efecto
gastroprotector de PAG y algunos mediadores involucrados en gastroproteccion; asi como
la evaluacion de los canales K'arp en el mecanismo de accidn de PAG.



l. Fundamento Tedrico

1.1 Ulcera péptica
2.1.1 Definicidn

Las formas de dafio gastroduodenal incluyen necrosis difusa de la mucosa, erosiones
localizadas o Ulceras; estas lesiones pueden o no tener hemorragia sustancial y la
inflamacién presente en la zona podra ser aguda o crdnica. Las erosiones son regiones
bien delimitadas de necrosis presentes en la parte superficial de la mucosa y si la necrosis

abarca la muscularis mucosae, la lesidon es llamada ulcera (Szabo , 1991a).

La Ulcera péptica es una zona localizada en el sistema gastrointestinal con pérdida
circunstancial de la mucosa epitelial por la accidn digestiva del jugo gastrico, desprovista
de moco y susceptible a la posterior digestién. Las Ulceras pépticas comprenden las
Ulceras gastricas y las Ulceras duodenales.

La localizacién mas frecuente de este tipo de Ulcera es a nivel del cuerpo del estémago o
en los primeros centimetros del duodeno (Figura 1), aunque se pueden encontrar Ulceras
pépticas en el extremo inferior del eséfago donde se produce reflujo (Sodeman y

Sodeman, 1984).

Figura 1. Localizacion frecuente de Ulceras pépticas



2.1.2 Incidencia

A nivel mundial las ulceras gastricas y duodenales representan un importante problema
de salud con una frecuencia de hasta el 70% y que ocupa el lugar 18° como causa de
muerte. La Ulcera péptica se presenta con mayor frecuencia en individuos entre 50 y 65

afios de edad, sin un predominio claro entre hombres y mujeres (Lopez-Barcena, 2009).

En México alrededor de 15 mil individuos al afio mueren a causa de Ulcera péptica, debido
a complicaciones como: hemorragias, perforaciones y obstruccidon en el estdmago. Se
calcula que una de cada 10 personas padecerd, en algin momento de su vida, ulcera

gastrica o duodenal (IMSS, 2007).
2.1.3 Manifestaciones clinicas

La ulcera gastrica puede cursar sin sintomas, aunque puede presentarse anorexia y dolor
en epigastrio de leve a moderado, de tipo agudo o sordo y que se describe como una

sensacion de ardor, vacio o como hambre (Smith y Thier, 1989).

Debido a ulceras con hemorragia, pueden observarse evacuaciones intestinales melénicas
y aparecer hematemesis. La Ulcera duodenal se manifiesta con dolor en epigastrio de
intensidad variable que puede tornase intenso. Sus sintomas parecen ser dependientes de
la ingesta de alimento, observandose una mejora con la ingesta de alimentos y la
exacerbacion de los sintomas durante la noche y el amanecer, cuando el estdmago ha
permanecido varias horas sin ellos. Ademas, la enfermedad puede desarrollarse con
periodicidad de los sintomas, habitualmente con su aparicion dos veces al afio. (Lopez-

Barcena, 2009).
2.1.4 Etiologia

La causa ordinaria de la ulceracion es el desequilibrio entre la secrecién de jugo gastrico,
el grado de proteccion producido por la barrera mucosa gastroduodenal y Ia

neutralizacion del acido gastrico por los jugos duodenales (Sodeman y Sodeman, 1984).



La mayoria del dafio en células y tejidos de la mucosa gastroduodenal es producido por
hipoxia, agentes quimicos de tipo exégeno como farmacos o mediadores enddgenos,
agentes bioldgicos que incluyen bacterias y virus, asi como reacciones inflamatorias e
inmunes. Agentes fisicos y factores genéticos son considerados agentes etioldgicos con

menor importancia en el dafio a la mucosa gastroduodenal (Szabo, 1991a).

El tabaco y el grupo sanguineo 0 se consideran factores de riesgo para desarrollar una
enfermedad ulcerosa. Asimismo, en situacion de estrés por estado general grave se
pueden desarrollar multiples Ulceras agudas en la mucosa gastrica (Accarino, et al., 2003).
También se han descrito factores genéticos con una agregacion familiar de la enfermedad
ulcerosa péptica. En un estudio reciente, realizado en poblacién japonesa, se determind
que el polimorfismo G1612A (rs10434) del gen del factor de crecimiento endotelial (VEGF)
esta asociado con susceptibilidad a desarrollar Ulceras pépticas, ya que esta modificacion

del gen ocasiona una menor produccién de este factor angiogénico (Tahara, et al., 2009).

Diversas enfermedades se asocian con mads frecuencia a la incidencia de ulcera péptica
(enfermedad por reflujo gastroesofagico, esdfago de Barrett, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, cirrosis e insuficiencia renal), mientras que en otras situaciones la
incidencia de esta enfermedad es menor (gastritis atrofica tipo A, enfermedad de Addison,

tiroiditis autoinmune e hipoparatiroidismo).

Las dos causas mas frecuentemente relacionadas con la etiologia de esta enfermedad son
la infeccidon por Helicobacter pylori y el consumo de farmacos antiinflamatorios no

esteroideos (AINEs) (Accarino, et al., 2003).

Helicobacter pilory se ha encontrado en mas del 90% de pacientes con ulcera duodenal y
en cerca de 70% de quienes tienen Ulcera gastrica (LOpez-Barcena, 2009). Este
microorganismo es capaz de evitar los factores de defensa del hospedero, facilitar su
residencia y proliferacidon debido a su movilidad y la produccién de ureasa. La bacteria
puede inducir lesion en la mucosa mediante la secrecion de lipasas y proteasas; ademas,

lesiona las células epiteliales al causar una respuesta humoral de la mucosa y la liberacién



de factores quimiotdcticos que desencadenan una respuesta inflamatoria (Del Valle,

2006).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son farmacos ampliamente utilizados en el
tratamiento del dolor, inflamacion y fiebre, a través de la inhibicién de la enzima
ciclooxigenasa (COX). Los efectos terapeuticos se relacionan con la inhibicion de la
isoforma COX-2 cuya expresién se induce por estimulos inflamatorios; mientras que la
Ulceracion de la mucosa esta relacionada con la inhibicion de ambas isoformas de COX,
pero principalmente con la inhibicion de la isoforma COX-1 que se expresa en el estémago
de manera constitutiva y tiene un papel importante en la conservacién de la integridad de

la mucosa gastrointestinal (Del Valle, 2006).

Dependiendo de la concentracion de acido en el estomago, AINEs como la aspirina
pueden causar dafio directo o indirecto sobre la mucosa géstrica. Si el pH géstrico es igual
o mayor al pKa del farmaco, el compuesto AINE estara disociado, por lo que dafiara el
epitelio superficial de forma directa (Szabo, 1991b), permitiendo la retrodifusién de H* y

pepsina (Del Valle, 2006).

Por otra parte, el dafo sera causado indirectamente si la acidez gastrica es de un pH
menor al pKa del farmaco, debido a que el compuesto es absorbido por el estémago al
estar en forma no disociada. Entonces ejercerd un efecto inhibidor sobre la sintesis de
prostaglandinas (Szabo, 1991b) que inducira hipermotilidad gastrica, problemas
microvasculares, inhibicién de la secrecién de moco y bicarbonato y la activacidon de
neutréfilos. Ademas, el decremento del metabolismo del acido araquidénico por la via de

COX resultara en un incremento en la produccion de leucotrienos (Laine, et al., 2008).

La presencia de H. pylori parece agravar las Ulceras producidas por la administraciéon
crénica de farmacos antiinflamatorios no esteroideos y favorecer mayormente la
localizacion de erosiones y Ulceras en duodeno en comparacién con lesiones en estémago

(Hawkey, et al., 2002).



Estudios endoscépicos de pacientes que toman AINEs de forma crénica han mostrado un
porcentaje de prevalencia de Ulcera péptica aproximado del 20% y datos epidemioldgicos
sugieren que éstos farmacos incrementan el riesgo de complicaciones, que incluyen
sangrado gastrointestinal y Ulcera perforada; asi como el riesgo de muerte (Hawkey, et al.,

2002).

En la busqueda de disminuir los efectos negativos de los AINEs en el sistema
gastrointestinal se desarrollaron inhibidores de COX-2 como el celecoxib y rofecoxib, los
cuales disminuyen en un 50-60% el riesgo de complicaciones en ulceras gastricas. Sin
embargo, el rofecoxib ha sido retirado del mercado porque favorece el desarrollo de

complicaciones cardiovasculares severas (Targownik, et al., 2006).
2.1.5 Patogénesis

La secuencia de eventos involucrados en la formacion lesiones gastricas involucran el
dano quimico por contacto directo; el dafio quimico indirecto mediante activacion,
liberaciéon o inhibicién de enzimas; el dafio vascular indirecto; procesos inflamatorios
celulares, y la liberacion de factores agresivos y de defensa frente a reparacion o

regeneracioén insuficientes (Szabo, 1991a).

El acido clorhidrico y la pepsina seran determinantes en el desarrollo de una ulcera
péptica, sin embargo, existen otros factores internos como la isquemia tisular o el reflujo

biliar que pueden contribuir a su patogénesis (Lopez-Barcena, 2009).

La transicion del dafo celular reversible al dafo irreversible es el momento mas
importante en la secuencia patogénica y al parecer, el paso limitante entre estos dos
estados es la extension del dafio en la mitocondria y la membrana plasmatica (Szabo,

1991a).

En la hipoxia, el dafio a células y tejidos puede ocurrir a través de tres vias: a) el
decremento en el abastecimiento de sangre (isquemia), b) la disminucién en la capacidad

transportadora de oxigeno de la sangre y c) la inhibicion de enzimas oxidativas. El



resultado de cualquiera de estos tres factores es la disminucién del metabolismo

mitocondrial (Szabo, 1991b).

Algunas especies reactivas de oxigeno causan dafio celular o contribuyen a él
indirectamente, al causar la contracciéon del musculo liso vascular o a través de la
interaccion con oxido nitrico (Szabo, 1991a). Radicales hidroxilo solos y principalmente en
presencia de iones Fe** inician la peroxidacién de lipidos o la formacion de disulfuros en
proteinas de membrana, causando dafio en la membrana e incrementando la

permeabilidad (Szabo, 1991b).
2.1.6 Tratamiento

La secrecion dcida gastrica es estimulada por diversos agonistas en las células parietales.
La gastrina, liberada por las células G en el antro, interacciona con receptores de gastrina
para promover la liberacion de dacido (estimulacién via enddcrina); la acetilcolina
interacciona con receptores muscarinicos tipo M3 (forma neuroendocrina a través del
nervio vago) y la histamina estimula la secrecidon de acido a través de los receptores H,
(estimulacion via paracrina) (Blecker, 1999). La célula parietal también tiene receptores

para prostaglandinas E,, cuya estimulacion inhibe la secrecidn acida (Figura 2).

Figura 2. Promocion de la secrecién de HCl en células parietales por Acetilcolina (Ach), Gastrina (G),

Prostaglandina E, (PGE,) e Histamina (H,)



La unién de la histamina estimula el sistema adenilato ciclasa, mientras que gastrina y
. . . , J ., . 2+ .

acetilcolina activan una via de sefializacién que incrementan el Ca“* intracelular (Page, et

al., 1998). Cada una de esas vias a su vez regula una serie de cascadas de cinasas que

activa la bomba H'/K*-ATPasa.

La H'/K*-ATPasa es una proteina de membrana que utiliza la energia quimica del ATP para
transferir iones H* del citoplasma de las células parietales a los canaliculos secretorios,

intercambiandolos por K* (Del Valle, 2006).

Los objetivos principales del tratamiento de las Ulceras pépticas son la reduccién de la
secrecion gastrica, la neutralizacién del acido generado, la proteccién de la mucosa y en
ciertos casos la erradicacion de Helicobacter pilory a través de la administracion de

diversos antibioticos.

Por ello, los farmacos empleados en el tratamiento de las Ulceras pépticas suelen

clasificarse en tres grupos: antisecretores, antiacidos y citoprotectores (Cuadro 1).

Antisecretores

Tipo de farmacos

Descripcion

Ejemplos de farmacos

Antihistaminicos
H,

Farmacos que compiten con la
histamina por los receptores tipo H,
en las células parietales de Ia
mucosa gastrica, lo cual se traduce
la reduccion de la secrecién dacido
gastrico basal y la promocién de la

cicatrizacion de las ulceras.

Entre estos compuestos se
encuentran la cimetidina,
la ranitidina, la famotidina
y la nizatidina (Lopez-
Barcena, 2009).

Inhibidores de
la bomba

H*/K*-ATPasa

Grupo de farmacos que reduce
tanto la secrecidn acida basal como
la inducida, al inhibir de manera
irreversible la bomba de protones
H*/K*-ATPasa de la superficie de las

células parietales del estdmago.

Forman parte de este

grupo de farmacos el
omeprazol, lansoprazol y
pantoprazol (Del Valle,

2006).

Cuadro 1. Descripcidon y ejemplos de los farmacos antisecretores, antidcidos y citoprotectores

empleados para el tratamiento de Ulceras pépticas.




Anticolinérgicos Farmacos antagonistas competitivos
a acetilcolina en los receptores | Destacan la atropinay la
colinérgicos muscarinicos presentes | pirencepina (Lépez-

en las visceras que no se emplean | Barcena, 2009).
actualmente en la clinica, ya que
sélo reducen la secrecion acida en
un 30% vy producen efectos
anticolinérgicos generalizados.

Antagonistas de | Compuestos que impiden en menor | Entre ellos estan:

gastrina o mayor medida la interaccion de la | derivados del acido
gastrina con su receptor, presentan | glutaramico (proglumida),
gran similitud con la | analogos del triptofano
colecistoquinina y poseen menor | (benzotript) y analogos de
potencia antisecretora que los | benzodiacepinas

antagonistas H. (Beauchamp, et al., 1985;
Hahne, et al., 1981).
Antiacidos
Descripcion Ejemplos de Farmacos

Son bases débiles que neutralizan el acido | Mezcla de hidréxido de aluminio e
clorhidrico secretado por las células parietales, hidréxido de magnesio; carbonato
pero la duracién de su efecto es corta y pueden . _ _
. . . . de calcio y bicarbonato de sodio.
ocasionar diarrea, hipercalcemia, bloqueo
intestinal para la absorcidon de fésforo, | (Lopez-Barcena, 2009; Bettarello,
hipercalcemia, hiperfosfatemia o alcalosis | 1985 pe| Valle 2006).

diseminada.

Citoprotectores

Descripcion Ejemplos de Farmacos

Actian aumentando los mecanismos de | Misoprostol, un analogo sintético
proteccion de la mucosa gastrica y/o | de PGE; vy sucralfato, wun
proporcionando una barrera fisica sobre la | compuesto que se une a |la
superficie de la ulcera. superficie de la mucosa gastrica e
impide su erosion debida a la
hidrdlisis de proteinas mediada por

pepsina.

Cuadro 1. Descripciéon y ejemplos de los farmacos antisecretores, antidcidos y citoprotectores

empleados para el tratamiento de Ulceras pépticas (continuacién).



Por otra parte, la erradicacion del microorganismo Helicobacter pilory se realiza
generalmente a través de una combinacidn triple: un inhibidor de la bomba de protones,
claritromicina y amoxicilina o metronidazol; sin embargo, también suele optarse por una
combinacidon cuadruple constituida por un inhibidor de la bomba de protones,

metronidazol, tetraciclina y subsalicilato de bismuto (Lépez-Barcena, 2009).

Ademas del tratamiento farmacoldgico, el enfermo debe cambiar su estilo de vida,
modificando sus habitos alimenticios, eliminando la ingesta de alcohol y de ciertos

medicamentos, asi como el consumo de tabaco (Lépez-Barcena, 2009).

1.2 Modelos experimentales para generar lesiones gastricas

Los modelos experimentales de induccidon de ulcera son diversos; todos ellos pretenden
reproducir adecuadamente el padecimiento en animales de experimentacién, con el

proposito final de lograr la evaluacidon de posibles tratamientos terapéuticos.

Las estrategias empleadas para la induccion de Ulceras pépticas en animales de
experimentacion mas empleados son la ligadura de piloro (Shay, et al, 1954); el
sometimiento de los animales de experimentacidon a condiciones estresantes (Nirmal, et
al., 2008) como son: temperaturas extremas, shock séptico (Glavin y Szabo, 1992),
inmovilizacién, ejercicio muscular forzado, choques eléctricos (Overmier, et al., 1994); la
induccién de ulceras por la administracion oral de AINEs (Wallace y McKnight, 1990); o la
aplicacion directa a nivel de serosa o la administracion intragastrica de reactivos irritantes
tales como acido acético, etanol, acido clorhidrico 0.6M, hidroxido de sodio 0.2M o una

solucién hipertdnica de cloruro de sodio al 25% (Okabe, et al., 1971; Robert, et al.,1983).
2.2.1 Induccién de ulceras pépticas con etanol

La generacién de lesiones gastricas pueden inducirse por la administracion intragastrica de
un volumen que va de 0.5 a 2 mL de etanol en concentraciones del 50 al 100% vy las

Ulceras suelen examinarse después de 1 a 2 horas (Glavin y Szabo, 1992).
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El dafio gdstrico inducido por la administracién intragdstrica de etanol genera areas de
hiperemia focal y hemorragia, produce un marcado incremento en la permeabilidad
vascular en los primeros 3 minutos y después, el dafio maximo ocurre en capilares cerca
de la superficie luminar (Glavin y Szabo, 1992). Ademas, el etanol a altas concentraciones
promueve la solubilizacién de la superficie de la mucosa gastrica, el agotamiento de la
mucina intracelular, la difusion luminar de microsustancias y el escape de electrolitos a

través del lumen (Szabo y Goldber, 1990).

En el dafio gastrico con etanol se modifican diversos factores. Por una parte, hay una
disminucién en la motilidad gdstrica, en la produccién de moco gastrico, en la produccién
de glutation (GSH) enddgeno, en el flujo sanguineo de la mucosa gastrica y en la
produccién de prostaglandinas. Por otra parte, el dafio con etanol se relaciona con
isquemia; el incremento en la generacién de radicales libres, en la produccion de
leucotrienos y en la liberacién de serotonina e histamina; asi como el aumento de la
permeabilidad vascular gastrica y del eflujo de sodio, potasio y calcio (Glavin y Szabo,

1992).

1.3 Mecanismos de gastroproteccion

La proteccidn en el tracto gastrointestinal se basa en la preservacion de células y el
reemplazo de tejido perdido. La penetracién de agentes dafiinos puede evitarse a través
de la formacién de barreras, dilucion u otros procesos fisicoquimicos inducidos por

agentes citoprotectores (Szabo, 1991b).

En general, los mecanismos para proteger la mucosa gastrica de los agentes agresivos
consisten en factores funcionales, neuronales y humorales. La barrera formada por moco,
bicarbonato y fosofolipidos, el epitelio y la microcirculacién son acciones funcionales; la
sintesis y secreciéon de diversos mediadores como son el sulfuro de hidrégeno, las
prostaglandinas, el oxido nitrico, las lipoxinas, las citocinas y la presencia de grupos
sufihidrilo no proteicos constituyen factores humorales; y las neuronas sensibles a

capsaicina son factores neuronales (Tsukimi y Okabe, 2001).

11



2.3.1 Factores funcionales

a) Moco, bicarbonato y fosofolipidos

Como primera linea de defensa, moco, bicarbonato y fosofolipidos son secretados de
forma regular por las células epiteliales de la superficie gastroduodenal y funcionan como
una barrera preepitelial (Laine, et al., 2008) fisicoquimica contra la irritacion mecanica

producida por la comida y los agentes dafiinos hidrosolubles (Szabo , 1991b).

El gel mucoso es una mezcla de aproximadamente 95% de agua y 5% de glucoproteinas
mucina (MUC2, MUC5AC, MUC5B y MUCS6) (Laine, et al., 2008), que impide la difusién de
iones y moléculas como la pepsina, y es capaz de evitar infecciones, ya que atrapa
bacterias y permite su eventual excrecién en heces. Ademas, el moco puede actuar como
un antioxidante y reducir el dafio de la mucosa mediado por factores producidos por

bacterias y por inmunocitos (Wallace y Granger, 1996).

El bicarbonato secretado da origen a un gradiente de pH en la superficie celular y el gel
mucoso minimiza la pérdida de bicarbonato, por lo que la superficie celular apical
mantiene un pH neutro (Laine, et al., 2008). El fluido constituido por moco y bicarbonato

también puede contribuir a la dilucién luminal de agentes dafinos.

Los fosfolipidos pueden excluir o retardar la absorcién de agentes hidrosolubles, pero

dificilmente influyen en la absorcion de compuestos liposolubles (Szabo, 1991b).

b) El epitelio

Las membranas apicales de las células gastricas epiteliales son capaces de resistir el dafio
ocasionado por altas concentraciones de acido, independientemente de la contribucion

de moco, bicarbonato o flujo sanguineo mucosal (Wallace y Granger, 1996).

La accion y acceso de agentes dafiinos exégenos y endégenos estd limitada por la

permeabilidad de la membrana plasmatica y los diversos organelos. Las uniones estrechas
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y otras barreras intracelulares también controlan el paso de agentes dafiinos a la mucosa

gastrica y a los espacios intersticial y submucosal (Szabo, 1991b).

Constantemente las células se renuevan a partir de células progenitoras y el completo

reemplazo del epitelio toma usualmente 3- 7 dias (Laine, et al., 2008).

Ante una lesion en la mucosa, las células epiteliales responden y migran para cubrir el
defecto epitelial (Figura 3)(Szabo, 1991b; Allen, et al., 1993). In vivo, la reparacion de la
mucosa es dependiente del flujo sanguineo y el proceso dura 15 a 60 minutos (Wallace y

Granger, 1996).

Figura 3. Proliferacidn y restitucidén epitelial en la mucosa gastrica y la duodenal. Debido a la
fisiologia propia de la mucosa gastrica, la proliferacion sucede en la zona del cuello y la migracién
celular ocurre en dos sentidos; mientras que la proliferacidon celular en el duodeno ocurre en las
criptas y las células migran hacia la superficie.

La proliferacion celular de células progenitoras es controlada por factores de crecimiento.
El mayor receptor expresado en las células progenitoras es el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF-R) y los factores mitogénicos mds importantes son el factor
de crecimiento transformante a (TGF-a) y el factor de crecimiento 1 similar a insulina

(Laine, et al., 2008).
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c¢) Microcirculacion

El flujo sanguineo a través de capilares, arteriolas y vénulas colectoras es crucial para el
mantenimiento de la estructura y las funciones de la mucosa gastrica. La microcirculacién
se encarga de proveer oxigeno y nutrimentos, remueve los metabolitos tdxicos
(Tarnawski, et al., 2005) y permite la restitucion rdpida de la energia requerida para

reparar el dafio superficial epitelial (Szabo, 1991b).

Cuando la mucosa gastrica es expuesta a un irritante o cuando la difusion inversa de acido
ocurre, existe, en respuesta, un marcado y rapido incremento del flujo sanguineo, el cual
permite la remocién y dilucién de acido o agentes nocivos. Esta respuesta es esencial para
la defensa de la mucosa porque el bloqueo mecéanico del flujo sanguineo favorece el

desarrollo de necrosis hemorragica (Tarnawski, et al., 2005).

La regulacién de la liberacidn de sustancias vasoactivas y de la liberacién o activacion de
enzimas disponibles constituyen parte de este mecanismo de proteccidn mucosal. Algunas
proteinas plasmaticas, especialmente albumina y ceruloplasmina, ejercen un efecto

gastroprotector al atrapar radicales libres (Szabo, 1991b).

2.3.2 Factores neuronales

Los vasos sanguineos de la mucosa y submucosa gastrica estan inervados por neuronas
sensoriales aferentes primarias y nervios, formando un plexo denso en la base de la
mucosa. Las fibras nerviosas de este plexo entran en la lamina propia acompafiando los
vasos sanguineos y terminan justo debajo de las células epiteliales superficiales. Estas
terminaciones pueden censar el contenido luminal y la entrada de acido a la mucosa
(Laine, et al.,2008). Estos nervios estdn bifurcados; ademas de transmitir impulsos de
regreso al sistema nervioso pueden afectar el tono de las arteriolas submucosales, por lo

gue regulan la afluencia sanguinea en la mucosa (Wallace y Granger, 1996).

Las neuronas sensoriales sensibles a capsaicina contribuyen a la proteccién de la mucosa.

Se ha demostrado que la aplicacién local de capsaicina produce la activacion neuronal,
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liberacion de péptidos como la sustancia P, calcitonina y neuroquinina. (Arrieta, et al.,
2003; Tsukimi y Okabe, 2001). Ademas, la activacion de los nervios sensoriales aferentes
con capsaicina resulta en liberacion antral de somatostatina, la inhibicién de la liberaciéon

de gastrina y de acetilcolina (Wallace y Granger, 1996).
2.3.3 Factores humorales
a) Sulfuro de hidrégeno

El sulfuro de hidrégeno (H,S) es un mediador gaseoso altamente difusible, cuya
participacidon en diversos sistemas ha cobrado interés recientemente. La presencia del H,S
es detectable en suero y en la mayoria de los tejidos en una concentracién cercana a 50
UM; los mayores rangos de produccion de H,S se han observado en cerebro, sistema

cardiovascular, higado y rifién (Li, et al., 2005; Doeller, et al., 2005).

La produccién de H,S enddgeno esta alterado en diversas enfermedades como son:
diabetes mellitus, colitis, hipoxia inducida por hipertensiéon pulmonar, cirrosis y la
enfermedad de Alzheimer. Una excesiva produccién de H,S puede contribuir a Ila
patogénesis de enfermedades inflamatorias, shock séptico, dafio cerebral y retraso mental

en pacientes con sindrome de Down (Lowicka y Beltowski, 2007).

La sintesis de H,S corresponde a una de las formas de catabolismo de cisteina en la
llamada via de la desulfihidracién. Esta via ha demostrado ser responsable del
metabolismo de mds del 50% de la cisteina en estudios in vitro en algunos tejidos como las

células tubulares renales (Stipanuk, et al., 1990).

La sintesis del H,S a partir de cisteina ocurre naturalmente en diversos tejidos de
mamiferos, principalmente a través de la actividad de enzimas dependientes de 2-
piridoxal-5"-fosfato: cistationina-y-liasa (CSE) y cistationina-B-sintetasa (CBS), sin embargo
existen fuentes alternativas a través de la enzima cisteina aminotransferasa o de la 3-

mercaptosulfurotransferasa (Fiorucci, et al., 2005).
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La enzima CSE cataliza la conversién de cistina a tiocisteina, piruvato y amoniaco; la
tiocisteina se descompone de forma no enzimatica a cisteina y sulfuro de hidrégeno
(Figura 4). Por otra parte, el principal mecanismo de produccidn de produccién de H,S por
la CBS involucra probablemente la condensacidn de homocisteina con cisteina para la

formacién de cistationina y la liberacidn de H,S (Chen, et al. ,2004).

COOH

lCOOH [llH- NHZ
CH- NHo CHa
|
CHy -SH CH -5H
Cisteina Homocisteina
’L serina BS
COOH [|100H |COE.'IH |COOH
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Figura 4. Biosintesis del sulfuro de hidrégeno

En algunos tejidos, tanto la CBS como la CSE son requeridas para la generacién de H,S,
pero en otros, una de las dos enzimas es suficiente. El H,S derivado de la actividad de CBS
es fisioldgicamente relevante a nivel sistema nervioso, donde participa en la activacion de
canales de potasio sensibles a adenosin trifosfato (canales K'arp). En el sistema
cardiovascular, el H,S, en su mayoria derivado de la actividad de CSE, modula la
vasodilatacién dependiente e independiente del endotelio (Fiorucci, et al, 2005). Sin
embargo, la enzima CBS puede ser inducida en tejido cardiovascular bajo ciertas

condiciones (Lowicka y Beltowski, 2007).
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En roedores, la deficiencia de CBS/CSE se logra por deleciéon genética o tratamiento

crénico con el inhibidor D, L-propargilglicina (Fiorucci, et al., 2005).

En estudios in vitro, el sulfhidrato de sodio (NaHS) es cominmente empleado como un

donador de H,S (Lowicka y Beltowski, 2007).

Por otra parte, algunos agentes comerciales como el compuesto de Lawesson y la 4-
hidroxitiobenzamida (4-HTB) funcionan como donadores de H,S a dosis de 30 umol/kg en
un tratamiento de siete dias consecutivos. La 4-HTB incrementa la sintesis de H,S hasta
alcanzar un maximo (500 mmol/g/h) luego del tercer dia de administracion, por lo que
favorece la sanacién de ulceras gastricas inducidas con indometacina (Wallace, et al.,
2007).

4-hidroxitiobenzamida (4HTB)

Hod \ P CsH,NOS; PM 153.20 g/mol

— NH»

Figura 5. 4-HTB, agente donador de H,S

El sulfuro de hidréogeno es metabolizado por diversos mecanismos, incluyendo oxidacién
mitocondrial, metilacién en el citoplasma, oxidacidn por glutation o reaccidon con meta-

hemoglobina antes de ser excretada por el rindn (Kasparek, et a./, 2008).

El H,S es una molécula altamente reactiva que puede facilmente reaccionar con especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno, limitando sus efectos tdxicos y atenuando sus
funciones fisioldgicas. Ademas, tiene un efecto antioxidante a través de la estimulacion
del transporte de cisteina, la sintesis de glutatién, la expresién de la hemo oxigenasa (HO)

y la produccion de mondxido de carbono (CO) (Lowicka y Beltowski, 2007).

Este mediador, es un agente reductor fuerte, por lo que se sugiere que algunos de sus
efectos podrian deberse a la proteccién de grupos tiol (-SH) proteicos de la oxidacion (Abe

y Kimura, 1996).
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El H,S actia como un mediador proinflamatorio en sepsis abdominal, endotoxemia y
pancreatitis, en contraste con sus efectos antiinflamatorios en modelos animales de
gastritis y colitis (Kasparek, et al., 2008). Ademas, se ha observado que el sulfuro de
hidrégeno puede estimular o inhibir la proliferacién celular, activar o bloquear apoptosis y
sobre producir o disminuir la isquemia miocardial (Lowicka y Beltowski, 2007). El principal
mecanismo de su toxicidad es la potente inhibicidon de la citocromo oxidasa mitocondrial

(Reiffenstein, et al., 1992).

En musculo liso vascular, el H,S tiene un efecto relajante por accién directa al estimular
canales K'arp (Kasparek, et al., 2008). El sulfuro de hidrégeno también estimula canales
K*atp en neuronas, cardiomiocitos y células pancreaticas; sin embargo, el H,S no estimula
la guanilato ciclasa soluble como lo hacen el éxido nitrico y el mondxido de carbono

(Lowicka y Beltowski, 2007).

En el sistema gastrointestinal, los estudios existentes muestran que H,S es un mediador
qgue inhibe la adherencia de leucocitos al endotelio vascular, contribuye a la resistencia de
la mucosa gastrica (Wallace, et al., 2007) y favorece la vascularizacion a través de la
regulacién positiva de la expresion del potente factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF) (Lowicka y Beltowski, 2007).

Al parecer, el sulfuro de hidrégeno inhibe la quimiotaxis, la degranulacién y la adhesién de
leucocitos al endotelio de vénulas mesentéricas; inhibe la apoptosis de neutréfilos, no
tiene efectos en la viabilidad de eosindfilos y favorece la apoptosis de linfocitos (Lowicka y

Beltowski, 2007).

El H,S generado en el sistema nervioso entérico regula la secrecidn acida, la secrecion de
bilis y la motilidad probablemente de forma indirecta (Kasparek, et al., 2008), al actuar
sobre nervios sensoriales terminales con receptores transitorios con potencial vainilloide
tipo | (TRPV1). El H,S estimula los nervios sensoriales sensibles a capsaicina y evoca la
liberaciéon de taquicininas como la sustancia P y neuroquinina A (Lowicka y Beltowski,

2007).
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Es posible una relacion cercana entre H,S y el NO (Kasparek, et al., 2008). Compuestos
donadores NO incrementa la generacién de H,S dependiente de CSE en una forma
dependiente de GMP¢ en el sistema cardiovascular y estudios in vitro indican que la
presencia de NO actuard induciendo un incremento del CSE RNA, y los niveles de
proteina. Por el contrario, el H,S también puede reaccionar con el NO para formar un
nitrosotiol inactivo, por lo que podria neutralizar el exceso de NO producido en un estado

inflamatorio (Lowicka y Beltowski, 2007).

Finalmente, se ha observado que inhibidores de COX como son los AINEs tienen un efecto

inhibitorio sobre la via CSE-H,S en la mucosa gastrointestinal (Lowicka y Beltowski, 2007).
b) Grupos sulfihidrilo no proteicos

Los grupos sulfihidrilo no proteicos (GS-NP) tienen la capacidad de atrapar y neutralizar
directamente las especies reactivas de oxigeno; la molécula representante que contiene
estos grupos es el glutation. El glutation (GSH), un tiol ubiquitino, esta relacionado en
diversas funciones celulares y se considera que estd involucrado en el mantenimiento de
la integridad de la mucosa. El glutation permite la resistencia contra el estrés oxidativo,
removiendo el perdxido y previniendo la auto-oxidacién irreversible de grupos sulfihidrilo

no proteicos (Schulz, et al., 2000).

La N-etilmalemida (NEM) es un bloqueador del sistema tioxidante dependiente de grupos
sulfihidrilo no proteicos, principalmente glutation (GSH) y se ha reportado que la
administracién de este compuesto atenua la accidn citoprotectora de ciertos farmacos
(Tsukimi y Okabe, 2001). La mayoria de los reportes de toxicidad de NEM se han enfocado

en el efecto de este compuesto sobre la mucosa gastrica (Ali, 1995).
c) Oxido nitrico

El oxido nitrico es un importante mensajero intracelular e intercelular que se genera en
una reaccion catalizada por la enzima 6éxido nitrico sintasa (NOS), en la cual, a partir de L-

arginina y oxigeno molecular se sintetiza 6xido nitrico y L-citrulina.
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L-arginina + O, +NADPH — NO + L-citrulina + NADP

El dominio de actividad oxidasa estd compuesto por un grupo hemo ubicado. La NOS
posee dos dominios cataliticos. El dominio de actividad reductasa esta ubicado en la mitad
C-terminal de la enzima y presenta los sitios de unién para los cofactores nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH), flavin adenin dinucleétido (FAD) vy flavin
mononucleétido (FMN). Las flavinas FAD y FMN estdn encargadas del traslado de
electrones desde el cofactor NADPH al grupo en la mitad N-terminal de la proteina, y

determina la oxidacion de L-arginina.

Se han sintetizado analogos de la L-arginina, como el Ny -Nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME), compuesto que fue identificado como un inhibidor competitivo de la NOS no

selectivo para alguna isoforma en particular (Muscard y Wallace, 1999).

Existen tres isoenzimas conocidas como NOS: una forma inducible (NOSi) y dos formas
constitutivas, la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOSe) y la éxido nitrico sintasa neuronal
(NOSn), las cuales requieren la presencia de Ca* intracelular y calmodulina (Fernandez, et

al., 1999).

Las enzimas NOSn y NOSi se encuentran solubles en el citoplasma, mientras que la NOSe
se encuentra asociada a membranas del aparato de Golgi y a caveolas, dominios

especializados en la membrana plasmatica que derivan del aparato de Golgi.

Las enzimas constitutivas generan cantidades pequeias de éxido nitrico; mientras que la
isoforma NOSi, que se expresa en macréfagos, neutrdfilos, fibroblastos, musculo liso
vascular y células endoteliales, es capaz de sintetizar cantidades mucho mayores en
respuesta a estimulos patoldgicos debido a su abundancia y a la intensidad de su actividad

enzimatica (Rang, et al., 2008).

La NOSe, se expresa en endotelio, miocitos cardiacos, células mesangiales renales,
osteoblastos, osteoclastos y en plaquetas, en baja proporcion. Esta enzima regula una

variedad de funciones como la inhibicidon leucocitaria, la adhesion mastocitaria vy
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plaquetaria, el aumento del flujo sanguineo y la permeabilidad de la barrera mucosa

protectora gastrica.

La actividad bioldgica del 6xido nitrico se debe a que, al ser un radical libre, puede
interactuar electroquimicamente con metales; ademas, por su reactividad pobre y alta
liposolubilidad es una molécula gaseosa altamente difusible. El éxido nitrico ejerce una
accion bioldgica al reaccionar con el Fe®* de grupos prostéticos hemo de distintas
metaloproteinas, al combinarse con grupos ferrosulfuros (Fe-S, formando Fe-S-NO en
forma irreversible), mediante la nitrosilacién de grupos tioles de moléculas proteicas tales
como receptores para neurotransmisores y/o enzimas, al activar la ADP-ribosilacion de
proteinas solubles usando como cofactor NADPH, o bien, al reaccionar con el anién

superéxido formando el anidn peroxinitrito citotdxico .

La via metabdlica mas caracterizada es la que relaciona al éxido nitrico con las formas
solubles de la guanilato ciclasa, por lo que promueve la formacién de GMPc (Fernandez, et
al., 1999). De hecho, el éxido nitrico induce la relajacién del musculo liso arterial a través

de la estimulacién de la guanilato ciclasa soluble (Medeiros, et al., 2008).

El 6xido nitrico enddgeno tiene un papel dual en la mucosa gastrica. El oxido nitrico
producido por la NOS constitutiva es gastroprotector, mientras que el oxido nitrico
producido por la NOS inducible es proulcerogénico. La enzima iNOS podria ser

responsable de dafio en tejido via la formacion de peroxinitrito (Laine, et al., 2008).

El 6xido nitrico ha probado ser un neurotransmisor no adrenérgico no colinérgico en el

tracto gastrointestinal (Laine, et al., 2008).

Dentro de sus propiedades gastroprotectoras, el éxido nitrico regula la liberacién de moco
y bicarbonato, la motilidad gastrica, la microcirculacion y mantiene la integridad de la

mucosa (Wallace y Granger, 1996).

En condiciones normales, la perfusién de la mucosa gastrointestinal es regulada por el
oxido nitrico producido en el endotelio vascular del territorio mesentérico.

Fisiolégicamente, el o6xido nitrico mantiene una perfusién adecuada, inhibiendo la
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adhesiéon de los neutréfilos en el endotelio, bloqueando la adhesidon de las plaquetas,
previniendo la activacion de los macrofagos y modulando la regulacion de la musculatura

lisa intestinal (Brown, et al., 1993; Pique, et al., 1992).

La via NO/GMPc protege las células endoteliales contra el dafio celular en diversos tejidos;
ademds, puede activar diversos sitios diana, incluyendo diferentes tipos de canales de K'.
Recientemente se demostrd que la activacién de canales de potasio dependientes de
ATP estd involucrada en la defensa gastrica (Medeiros, et al., 2008). El 6xido nitrico
también contribuye a la defensa de la mucosa a través de sus propiedades citotdxicas, que

constituye una defensa primaria contra bacterias y parasitos ingeridos (Laine, et al., 2008).

Finalmente, el oxido nitrico ejerce un efecto regulatorio sobre otros mediadores
importantes. Se ha observado que el oxido nitrico regula negativamente la liberacion de
mediadores de mastocitos como la histamina, con lo cual contribuye a la inhibicién de la
secrecion acida (Konturek, et al., 2005). La inhibicion de la 6xido nitrico sintasa anula la
proteccion de la mucosa conferida por la estimulacién de neuronas aferentes sensoriales
con capsaicina (Peskar, 2001). Igualmente, se ha reportado que el éxido nitrico favorece la
sintesis de protaglandinas al activar la enzima COX (Wallace y Granger, 1996). El d6xido
nitrico puede ejercer gastroproteccidon, en parte, a través de la modulaciéon de la
producciéon de citocinas o bien al inhibir la activacion de caspasas a través de una S-

nitrosilaciéon (Martin y Wallace, 2006).
d) Prostaglandinas

Las prostaglandinas son acidos grasos conocidos como eicosaniodes ya que estan
compuestas por 20 dtomos de carbono y un anillo de 5 dtomos de carbono derivados del
acido araquiddnico. Debido a la activacion de la fosfolipasa A, (PLA;) o PLC, que hidroliza el
enlace éster de los fosfolipidos en la membrana plasmatica, se libera acido araquiddnico.
El metabolismo del dcido araquiddnico se realiza por un complejo enzimatico llamado PG
sintetasa, de localizacién microsomal y compuesto de una serie de enzimas con

actividades ciclooxigenasa, peroxidasa, sintasa e isomerasa.
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La enzima mds importante para la biosintesis de prostaglandinas es la ciclooxigenasa
(COX), ya que corresponde el paso limitante de la velocidad en la sintesis de las

prostaglandinas (Wilson, 1991).

Figura 6. Biosintesis de prostaglandinas

La primera etapa de la sintesis de prostaglandinas comprende la transformacion del acido
araquiddnico en un acido graso insaturado ciclico y la adicion del grupo 15-hidroperoxi por
accion de la enzima ciclooxigenasa. El grupo hidroperoxi de la prostaglandina PGG,
formada se reduce a hidroxilo dando origen a la PGH,. Este intermediario sirve como
sustrato para enzimas sintasa especificas (PGES, PGFS, PGDS, PGIS y TXS) que generan los
prostanoides primarios: PGE,, PGF,,, PGD,, PGl, y TXA, (Sales y Jabour, 2003).

Se han identificado dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2, asi como
una variante de COX-1 llamada COX-1b, COX-1v o COX-3 (Hersh, et al., 2005). La COX- 1
corresponde a una isoforma constitutiva que se expresa en estomago, rifiones, plaquetas
y células endoteliales. La isoforma COX-2 es una isoforma que se expresa de forma

constitutiva Unicamente en cerebro y rifiones; mientras que se expresa en macrofagos,
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leucocitos, fibroblastos y células sinoviales en respuesta a diversos estimulos inflamatorios

(Simmons, et al., 2004).

Las prostaglandinas normalmente actian en una forma enddcrina o paracrina via
receptores EP1-4 o FP, acoplados a proteinas G (Figura 7), y presentan vidas medias cortas

en la circulacion (Sales y Jabour, 2003).

PaE, e TR
-
" / ‘ "\._‘ L
o= oo £pa £oa o
—_—— T
Al Al
1 cAMP .1 Tipe PGE,
v 1 Cat* PGF.,
1 cAMP A =

MAPK -~

™S

Figura 7. Las prostaglandinas ejercen un efecto bioldgico a través de su unién a receptores EP y FP.

Las prostaglandinas E,, |, y Faq juegan un papel muy importante en la integridad gastrica,
gastroproteccion y sanacién de la Ulcera (Brzozowski, et al., 2005). Sin embargo, diversas
condiciones, como es el fumar cigarrillos, reduce la sintesis de prostaglandinas en la

mucosa gastrica y duodenal (Wilson, 1991).

La inhibicién de la COX no solo reduce el efecto gastroprotector al disminuir la sintesis de
prostaglandinas, sino que también, debido a la acumulacién de acido araquiddnico,
favorece la formacidon de leucotrienos, compuestos inflamatorios que incrementan el

dafio en la mucosa (Wilson, 1991).

Las prostaglandinas inhiben la secrecion acida; estimulan la secrecién de moco,
bicarbonato y fosfolipidos; incrementan el flujo sanguineo; aceleran la restitucién epitelial
y la reparacion de la mucosa e inhiben la motilidad gastrointestinal (Tsukimi y Okabe,
2001). Ademas, se ha observado que la PGE; regula la permeabilidad endotelial in vivo e in

vitro (He, et al., 2008).
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Las prostaglandinas también inhiben la adherencia plaquetaria, la activacion de
mastocitos y de leucocitos. Las prostaglandinas son inhibidores extremadamente potentes
de la liberacion de mediadores de mastocitos, incluyendo el factor de agregacion

plaquetaria, histamina y el factor de necrosis tumoral (Konturek, et al., 2005).

PGl, y PGF,, ejercen efectos protectores en la resolucion de la fase inflamatoria (He, et al.,
2008); mientras que la prostaglandina E, inhibe potentemente la liberacion del factor de
necrosis tumoral (TNF)-a y de interleucina (IL-1) de macréfagos, asi como la liberacién de

leucotrieno B, e IL-8 de neutrdfilos (Martin y Wallace, 2006).

Recientemente, se ha postulado que la enzima COX-2 es regulada positivamente en las
lesiones gastricas (Brzozowski, et al., 2005). Esto debido a que las prostaglandinas
generadas al margen de la ulcera, especialmente las generadas por COX-2, parecen tener
una participacién crucial en la sanacion del dafio a través de favorecer la proliferacién
celular del epitelio, promover de la angiogénesis y restaurar la integridad de la mucosa. La
sintesis de éstas prostaglandinas enddgenas parecen ser regulada por factores de
crecimiento y hormonas como la gastrina, CCK y melatonina, mediante la induccién de
COX-2 y el incremento en la liberacién local de PGE; en el drea de la ulcera (Konturek, et

al., 2005).

Parece existir una regulacion entre la liberacidon de prostaglandinas y oxido nitrico, pero
ademds las prostaglandinas PGE, y PGF,, son liberadas mayormente durante la
estimulacion a través del nervio vago, mientras que la estimulacién de neuronas aferentes

sensoriales con capsaicina no modifica la liberacion de prostaglandinas (Peskar, 2001).

Finalmente, la generacién de prostaglandinas puede verse afectada en una situacién de
estrés oxidativo; por ejemplo, la enzima microsomal sintasa 1 de prostaglandina E, la cual
participa en la produccién de PGE; a partir de PGH,, constituye una proteina integral de
membrana que requiere de la unién a glutation para su funcionamiento (Jegerschold, et

al., 2008).
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e) Otros factores humorales importantes en gastroproteccion

Factor
humoral

Descripcion

Participacién en gastroproteccion

Lipoxinas

LXA4 , LXB4
15-epi-LXA,
15-epi-LXB4

Lipidos del tipo
trihidroxitetraeno cuya
sinteisis ocurre a partir del
acido araquidénico mediante
distintas enzimas lipoxigenasa
(LO) y que puede involucrar la
accion de la enzima COX-2.

Inducen vasodilatacion dependiente del
endotelio

Inhiben la liberaciéon de IL-8 en los
enterocitos

Inhiben  quimiotaxis, adherencia vy
transmigracion de neutroéfilos

Inhiben la migracion de eosindfilos
Inhiben la inflamacién dependiente de

leucocitos (Fierro y Serhan, 2001).

PARs

PAR-1
PAR-2
PAR-3
y PAR-4

Subclase distintiva de
receptores acoplados a
proteina G que  estan
expresados en la superficie de
muchas células.

PAR-2 desencadena la secrecién de moco
en el tracto gastrointestinal.

PAR-1 producen un incremento en el flujo
sanguineo de la mucosa.

PAR-1 y PAR-4 regulan la liberaciéon de
endostatina y VEGF; asi como regulan la
angiogénesis y sanacion de las ulceras
(Martin y Wallace, 2006).

Citocinas

Proteinas secretadas por las
células de la inmunidad innata
y adaptativa en respuesta a
microorganismos y a otros
antigenos (Abbas y Lichtman,
2004).

La IL-1B inhibe la secrecidn gastrica acida
y estimula la liberacion de
prostaglandinas y éxido nitrico.

TNF-a contribuye al dafio gastrico a
través de la activacién de caspasas
(Martin y Wallace, 2006).

IL-3, IL-4 e IL-13 favorecen la formacién
de lipoxinas. IL-1B y TNF-a favorecen la
expresion de la COX-2 (Fierro y Serhan,

2001).

Poliaminas

Compuestos sintetizados a
partir de ornitina a través de la
enzima ornitina
descarboxilasa, durante la fase
de reparacion en la respuesta

inflamatoria.

Las poliaminas catidnicas (putresina,
espermidina y espermina) estimulan la
proliferacion celular.

Las poliaminas protegen al DNA durante
la fase S del ciclo celular (Martin vy

Wallace, 2006).

Cuadro 2. Descripcion de algunos factores humorales y su participacién en gastroproteccion.
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1.4 Propargilglicina

La Propargilglicina (PAG) es el acido 2-amino-4-pentinoico, que actia como inhibidor

irreversible y selectivo de la enzima CSE (Figura 8) (Abeles y Walsh, 1973; Fiorucci, 2005)
NH O
HC= CCHZCH C—0OH C5H7N02; PM 113.11 g/mol

Figura 8. Propargilglicina (PAG), un inhibidor de la enzima CSE

El primer mecanismo propuesto para la inactivacion de la enzima considerd que la

propargilglicina convierte la regidon del sitio activo en un aleno reactivo (Washtien y
Abeles, 1977).
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Figura 9. Mecanismo de reaccién entre PAG y la enzima CSE (Sun, et al 2009)
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Estudios recientes de cinética, cristalografia y modelaje molecular han revelado el
mecanismo de propargilglicina de forma mas detallada. PAG inhibe la enzima CSE al
bloquear la accesibilidad del sustrato al sitio activo via estérica y no se une a pirodoxal 5'-
fosfato (PLP). Al parecer, el grupo amino de PAG es desprotonado por un aminoacido del
sitio activo en un primer paso, lo cual favorece una transaldiminacion (Figura 9, paso 2).
Después, el alqueno es desprotonado por el residuo Lys212 y se genera un aleno reactivo
(Figura 9, paso 3), el cual efectia un ataque nucleofilico, probablemente sobre el grupo

oxihidrilo de la Tyr114, para dar origen a un vinil éter.

Ademas, se sugiere que los residuos Argl119 y Glu339 podrian ser de critica importancia en
la inhibicion especifica de PAG, esto debido a que son residuos del sitio activo

conservados en proteinas CSE (Sun, et al., 2009).

Kodama y colaboradores observaron que la actividad de la enzima CSE se abate en tejidos
de ratas administradas con D,L-propargilglicina 50 mg/kg (i.p.) de modo que luego de doce
horas, la actividad de esa enzima es tan solo del 4.4% con respecto a un control sin el

tratamiento (Kodama, et al., 1983).

Entre los efectos farmacoldgicos benéficos de PAG reportados hasta el momento se
encuentran: la regulacion del tono vascular en condiciones basales (Zhong, et al., 2003); la
atenuacion de la respuesta inflamatoria en pulmones e higado en el modelo de sepsis en
ratén (Zhang, et al., 2006); la reduccién del dafio en higado y musculo esquelético
ocasionado por la inyeccion de LPS a ratas (Collin, et al., 2005); la disminucion del dafio
celular pancredtico ocasionado por caeruleina (Bhatia, et al., 2005b); la prevencién de la
infiltraciéon leucocitaria y de la formacion de edema en el modelo inflamatorio con

carragenina (Bhatia, et al., 2005a).

En contraste, se ha determinado un efecto opuesto de la administracion de PAG, ya que
reduce el efecto protector del sulfuro de hidrégeno exégeno en el modelo de dafio en
miocardio inducido por un episodio de isquemia/perfusién (Bian, et al., 2006) y que su

administracion favorece el edema plantar inducido por carragenina (Zanardo, et al., 2006).
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. Planteamiento del problema

El estudio del sulfuro de hidrogeno (H,S) en diversos sistemas es relativamente reciente,
por lo que su efecto no estd claro. El H,S se ha relacionado con efectos benéficos y nocivos
en inflamacidn, isquemia en miocardio, proliferacion celular y apoptosis; lo que sugiere un
rol tipo dual, como sucede en el caso del d6xido nitrico (Lowicka y Beltowski, 2007).

Al igual que en otros sistemas, el conocimiento de la participacion del sulfuro de
hidrégeno en el sistema gastrointestinal es limitado. El estudio de la funcién que tiene el
H,S en la fisiologia del tubo digestivo contribuiria a avances en la clinica, ya que su
modulacion representa una posible nueva posibilidad estrategia para el tratamiento de la
enfermedad acido péptica. Esto resulta primordial debido a que los costos anuales
directos e indirectos en el cuidado y tratamiento de las Ulceras pépticas en paises como
Estados Unidos asciende aproximadamente a diez mil millones de dodlares y las tasas de
mortalidad y morbilidad no se han modificado notoriamente en los ultimos afios
(Ramakrishnan, et al.,2007).

Las estrategias para estudiar a este mediador se basan en el uso de agentes donadores de
H,S o el uso de inhibidores de su sintesis. En el dano gastrico, se ha descrito un efecto
gastroprotector de los donadores de H,S en la induccion de lesiones gastricas con AINEs y
en el dafio con etanol; mientras que los inhibidores de la sintesis de H,S se emplean en
combinacion y no se han realizado estudios que pretendan su debida caracterizacién dosis
respuesta, ni se ha estudiado la posible regulacién en su mecanismo por parte de otros
mediadores importantes en gastroproteccion.

Por ello, en este trabajo se consideré importante realizar la caracterizacion de
propargilglicina (PAG), un inhibidor de la sintesis de H,S, en el modelo de dafio gastrico
inducido con etanol, la investigacion de su interrelacion con algunos mediadores
importantes en gastroproteccion vy la evaluaciéon de los canales K'arp en su mecanismo de

accion.
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. Hipotesis

El dafio gastrico inducido con etanol absoluto incrementa los niveles enddgenos de H,S en
estdmago; por lo tanto, la administraciéon de PAG sera capaz de prevenir el dafo gastrico
en este modelo a través de un mecanismo relacionado con la inhibicion de la sintesis de
H,S, el bloqueo de canales K'arp y la participaciéon de los mediadores 6xido nitrico (ON),

grupos sulfihidrilos no proteicos y prostaglandinas.

Iv. Objetivos
Objetivo general:

Proporcionar las bases cientificas que permitan comprender el mecanismo

gastroprotector de PAG en el dafo gastrico provocado por etanol.

Objetivos particulares:

Caracterizar el efecto de propargilglicina en la susceptibilidad al dafo gastrico inducido

con etanol.

Determinar los niveles enddgenos de H,S en el dafio gastrico con etanol en presencia y en

ausencia de PAG.

Determinar la participacion de éxido nitrico (ON), grupos sulfihidrilo no proteicos y

prostaglandinas en el efecto gastroprotector de PAG.

Investigar el efecto gastroprotector de PAG en la activacién o en el bloqueo de los canales

+
K ATP.

30



VI. Material y metodologia
6.1 Compuestos y reactivos

Los compuestos D-L-propargilglicina (PAG), N-etilmaleimida (NEM), N,-Nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), indometacina, diazéxido, glibenclamida, Tween 80, Tween 20,
sulfhidrato de sodio (NaHS), acetato de zinc (Zn AcO,), cloruro férrico (FeCls) , acido
tricloroacético (TCA), sulfato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina, fosfato monobdsico de
sodio (NaH,PQ,), fosfato dibasico de sodio (NaHPQ,), fosfato monobdsico de potasio
(KH,PO4) y fosfato dibdsico de potasio (K;HPO,4) fueron adquiridos de Sigma Aldrich (St

Louis, MO, USA). El etanol absoluto empleado fue grado reactivo (Baker).

6.2 Kit para la determinacidn de PGE;

El Kit Monoclonal EIA ACE™ para la determinacién de PGE, fue adquirido de Cayman

Chemical Company y corresponde al No. 514010 en su catdlogo de productos.

6.3 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 60 a 90 dias de edad, con un peso entre 200y 220 gy

provenian de Harlan México S.A. de C.V.

En todos los procedimientos en los que se utilizaron animales de experimentacion se
siguieron los lineamientos marcados por la Norma Oficial Mexicana NOM062-Z00-1999.
Se realizé un experimento con 7 grupos experimentales y 6 experimentos con 4 grupos
experimentales. El numero de animales de experimentacion en cada grupo fue de al

menos cinco.

Todos los animales de experimentacién se colocaron en compartimentos individuales con
piso de malla metalica y se sometieron a un periodo de ayuno de 24 horas, con acceso al

agua ad libitum antes de la realizacién de los experimentos.
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6.4 Induccion y evaluacién de daio gastrico

El dafio gastrico se indujo empleando el método descrito por Robert, el cual consiste en la
administracion intragastrica de 1 mL de etanol absoluto por medio de una canula metalica
(longitud 76 mm y espesor 20 mm), seguida de un periodo de 2 horas donde se produce el

dano gastrico (Robert, et al., 1979).

Pasado ese tiempo, se sacrificaron los animales en camara de CO,. En cada animal de
experimentacion se realizd un corte transversal en la regién abdominal, se colocé una
pinza a nivel del eséfago y una en doudeno, y se introdujeron, por medio de una jeringa,
aproximadamente 10 mL de una solucidon de paraformaldehido 4% en el estdmago. Se
disectd el tejido y se colocd en una caja de petri con disolucién de paraformaldehido 4%

durante 15 minutos.

El érgano se abrié a lo largo de la regidon antimesentérica del duodeno y la curvatura
mayor del estdbmago. Se midieron las zonas dafadas del tejido con la ayuda de un
microscopio estereoscépico (x10) provisto de un micrémetro ocular y se determind el area
total dafiada en cada estémago en mm?>. Finalmente, para la presentacién de los datos y la
elaboracion de graficas se calculé el porcentaje de lesiones gastricas para cada
tratamiento, considerando al promedio de area dafiada del grupo control (tratado con

vehiculo(s) y etanol) como el 100% de lesiones.

6.5 Caracterizacion del efecto de Propargilgicina en el dafio gastrico producido con
etanol

Los animales de experimentacion se distribuyeron al azar en 7 grupos (n26); las ratas del
grupo 1 fueron tratados con vehiculo (NaCl 0.9% / Tween 0.5%, 0.1 mL/100g via i.p.) y a
los grupos 2-7 se les administré PAG en dosis de 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 75 mg/kg via i.p.
respectivamente. Tres horas después de la administracion, el dafio gastrico fue inducido y

evaluado como se describe anteriormente.
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6.6 Determinacion de niveles endégenos de sulfuro de hidrégeno en estomago

6.6.1 Tratamiento a animales de experimentacién

Se formaron tres grupos de ratas Wistar macho asignadas al azar (n=5-6). El primer grupo,
corresponde a animales de experimentacion que fueron tratados Unicamente con vehiculo
(Tween 0.5%, 0.1 mL/100g via i.p.) al inicio y nuevamente a las 3 horas; el segundo grupo
fue tratado con el vehiculo de PAG (Tween 0.5%, 0.1 mL/100g via i.p.) y posteriormente
con 1 mL de etanol absoluto por via intragastrica; mientras que el tercer grupo fue tratado
con propargilglicina (25 mg/kg, via i.p.) y tres horas después se indujo el dafio gastrico con

etanol (Figura 10).

Figura 10. Tratamiento de los animales de experimentacién en los que se determinaron H,Sy PGE,.

Los animales de experimentacién se sacrificaron en una cdmara de CO, y se les extrajo el
estdmago siguiendo el procedimiento descrito en la induccidn y evaluacion de dafo. En
este caso, el tejido no se fijé y se tomd una muestra del cuerpo del estdmago de alrededor
de 300 mg de peso. Se registro el peso exacto del tejido y se almacend a -70° C para su

posterior analisis.
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6.6.2 Curva patrén de sulfuro de hidrégeno

Se prepard una solucion stock con 179 mg de NaHS en un volumen final de 10 mL, que
corresponde a una concentracion de 320 mmol NaHS/L o 96 mmol de H,S/L (Qu K, et al.,
2006). Posteriormente, se realizaron 6 diluciones con concentraciones entre 0 y 0.96

mmol/L de H,S como se detalla en el cuadro 3.

Volumen | Concentracion | Concentracion
Solucion de la final de la de NaHS de
curva patron | Alicuota tomada(plL) sol. (mmol/L) H,S(mmol/L)
Cé 100 de lasol . Stock 10 mL 3.2 0.96
c5 75 delasol. Stock 10 mL 24 0.72
c4 50 delasol. Stock 10 mL 1.6 0.48
c3 25 delasol. Stock 10 mL 0.8 0.24
c2 625 delasol.C6 5mL 0.4 0.12
Cc1 312 delasol.C6 5mL 0.2 0.6

Cuadro 3. Preparacion de soluciones de la curva patrdn para la determinacion de H,S

El sulfuro de hidrégeno se determind mediante una reaccion colorimétrica, por lo que las
soluciones de la curva patrdn preparadas fueron diluidas 1:10 en la mezcla de reaccién, de
modo que las absorbancias registradas corresponden a 96, 72, 48, 24, 12 y 6 umol de

H,S/L.

En la reacciéon colorimétrica, se colocd una alicuota de 50 pL de la solucion (C1-C6) en un
tubo eppendorf y se adicionaron 150 plL de acetato de zinc al 0.66%; los componentes se
mezclaron con vortex y se dejo reposar la mezcla durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 160 pL de acido tricloroacético al 10%, 70 ulL de
sulfato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina 20 mmol/L (disuelta en HCl 7.2 M ) y finalmente
70 pL de FeCls 30 mmol/L (disuelto en HCI 1.2 M), agitando luego de la adicién de cada

componente. La mezcla, con un volumen final de 500 pL, se dejé incubar durante 20
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minutos para el desarrollo de una coloracion azul-verde y pasado ese tiempo se

determinaron las absorbancias a 650 nm.
6.6.3 Determinacion de sulfuro de hidrégeno en las muestras

Los tejidos almacenados se descongelaron y se homogeneizaron con 300 puL de acetato de
zinc al 0.5 % a temperatura ambiente. Cada muestra se dejé incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd (4°C, 14000 g). Luego, se tomaron
200 pL del sobrenadante y se colocaron en un tubo eppendorf con 160 uL de acido
tricloroacético al 10%; se centrifugd nuevamente (4°C, 14000 g) y el sobrenadante se
separd. Posteriormente, al sobrenadante se adicionaron 70 uL de sulfato de N,N-dimetil-
p-fenilendiamina 20 mmol/L (disuelta en HClI 7.2 M ) y 70 uL de FeClz 30 mmol/L (disuelto
en HCl 1.2 M), agitando luego de la adicion de cada componente. La mezcla, con un
volumen final de 500 uL, se dejd incubar durante 20 minutos para el desarrollo de una
coloraciéon azul-verde y pasado ese tiempo se determinaron las absorbancia a 650 nm en

un lector de placas BIORAD 680.
6.6.5 Analisis de los datos

Los valores de absorbancia obtenidos fueron corregidos al restarles el valor promedio del
blanco. Luego, se construyé la curva patréon (concentracién de las soluciones C1-C6 contra
absorbancia) y se obtuvieron el intercepto y la pendiente de la recta. Empleando la
ecuacion de la recta se obtuvieron las concentraciones de sulfuro de hidrégeno para las
muestras y considerando el volumen de muestra (la cantidad de sobrenadante recuperada
luego de la adicidn de acido tricloroacético) se calculd la cantidad de H,S en cada muestra.
Finalmente, se dividié entre el peso del tejido y se multiplicd por el factor de edema
(factor que representa una relacion entre los pesos promedio de los estdmagos de los
tratamientos para corregir el peso del tejido que corresponde a liquido producto de

inflamacidn) para obtener resultados expresados en umol de H,S/g de tejido.
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6.7 Participacion de grupos sulfihidrilo no proteicos y 6xido nitrico en el efecto
gastroprotector de PAG en el modelo de dafo gastrico con etanol absoluto.

La metodologia comprendié el analisis de 4 grupos experimentales y cada grupo estuvo
formado por 5-9 animales de experimentacion. Los grupos 1 y 2 recibieron como
pretratamiento el vehiculo del inhibidor (NaCl 0.9 %,Tween 0.5%, 0.1 mL/100g de peso
corporal) por via subcutdnea; mientras que a los grupos 3 y 4 se les administré el

compuesto inhibidor (NEM o L-NAME) ambos por via subcutanea.

Treinta minutos después, a los grupos 1y 3 se les administré el vehiculo empleado para
PAG (NaCl 0.9 % y Tween 0.5%, 0.1 mL/100g) y a los grupos 2 y 4 se les traté con PAG (25
mg/kg via i.p.). Luego de tres horas, se indujo el dafio gastrico con etanol absoluto en

todos los grupos y se evalud el area lesionada como se describe anteriormente.

6.8 Efecto de la inhibicidn y la activacion de canales K’arp en el efecto gastroprotector de

PAG

Para investigar la posible participacién de los canales de potasio dependientes de ATP en
el mecanismo gastroprotector de propargilglicina, se evalué el efecto de la administracion
de glibenclamida, que inactiva los canales K*arp 0 diazéxido, que activa los canales K'arp, 30
minutos antes de la administracion de PAG.

El disefio del experimento para cada uno de los dos compuestos consistié en |la formacién
de 4 grupos de ratas Wistar macho al azar (n=6-12). Los grupos 1 y 2 recibieron como
primer tratamiento el vehiculo del compuesto que actta sobre canales K'arp (NaOH 0.05
M, 0.1 mL/100g de peso corporal via i.p.); mientras que a los grupos 3 y 4 se les
administré glibenclamida (1 mg/kg via i.p. en NaOH 0.05 M) o diazéxido (3 mg/kg en NaOH
0.050 M). Pasada media hora, a los grupos 1 y 3 se les administré el vehiculo empleado
para PAG (NaCl 0.9 %,Tween 0.5%) y a los grupos 2 y 4 se les tratd con PAG (25 mg/kg via
i.p.) (Figura 11). Luego de tres horas de la segunda administracién, se indujo el dano
gastrico con etanol absoluto en todos los grupos y se evalud el area lesionada como se

describié anteriormente.
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Figura 11. Metodologia empleada para determinar la participacién de canales K'arp €n el mecanismo

gastroprotector de PAG.

6.9 Participacion de prostaglandinas en el efecto gastroprotector de PAG en el daiio
gastrico inducido por etanol absoluto.

6.9.1 Efecto del pretratamiento con indometacina

Para determinar la posible participacién de las prostaglandinas en el mecanismo
gastroprotector de propargilglicina, se evaludé el efecto del pretratamiento con
indometacina 75 minutos antes de la administracion de PAG.

El disefo del experimento consistid en la formacion de 4 grupos con ratas Wistar macho
asignadas al azar (n=5); el procedimiento que se siguié se presenta enseguida de forma

esquematica en la Figura 12.
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Figura 12. Metodologia para determinar la participacidn de prostaglandinas en el mecanismo

gastroprotector de PAG.

6.9.2 Determinacion de los niveles enddégenos de prostaglandina E, en estémago.

a) Extraccion de prostaglandinas de tejido gastrico

La determinacion de PGE; se realizé a tres grupos (n= 5-6): grupo basal, grupo dafiado con
etanol y grupo PAG/ Etanol. El disefio experimental corresponde al descrito anteriormente

para la determinacion de niveles endégenos de H,S (Figura 10).

Se tomé una muestra de tejido de alrededor de 300 mg de peso del cuerpo del estémago
y se registrd el peso exacto. Enseguida, el tejido se sumergié en un tubo Eppendorf que
contenia 1 mL de solucidn amortiguadora de fosfato sddico (10 mM, pH 7.4) y se cortd con
tijeras durante 30 segundos. La muestra se incubd en un bafio de agua con movimiento
durante 20 minutos y posteriormente se centrifugd a temperatura ambiente, 14000 g y

durante 1 minuto. Finalmente, se separd el sobrenadante y se almacend a -70° C para el
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posterior andlisis de los niveles de PGE, por un kit de ELISA (Kit Monoclonal EIA ACE™

Cayman Chemical Company).

b) Prueba de ELISA para la determinacién de PGE; (Kit Cayman Chemical Company)
En principio, se realizo la reconstitucién del Buffer EIA, diluyendo el contenido (10 mL) en

agua grado MiliQ, hasta un volumen total final de 100 mL.

Luego, se construyd una curva patron a partir de un estandar de 10 ng PGE, /mL. La
primera solucion (S1) fue preparada mediante una diluciéon 1:100 a partir del estandar.
Posteriormente, a partir de la solucién S1, se prepararon 7 diluciones sucesivas 1:2; por lo
gue resultaron las soluciones $2-S8 con concentraciones de 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6

y 7.8 pg de PGE,/mL respectivamente (Figura 13).

Figura 13. Procedimiento para la preparacion de las soluciones de la curva patrén de PGE,

Por otra parte, las muestras correspondientes a tejido gastrico por analizar, que estaban
almacenadas en frio, fueron descongeladas y se muestreo lo suficiente para obtener una

dilucién 1:50 con buffer EIA por duplicado (20 puL de muestra + 980 uL de buffer EIA).

Posteriormente, el trazador, que contiene el conjugado de PGE,-Acetilcoliesterasa (100
dtn), se reconstituyd con 6 mL de buffer EIA; mientras que el anticuerpo anti-PGE, (100

dtn) fue reconstituido mediante la adicion de 6 mL de buffer EIA.
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Enseguida, se asignaron las posiciones en la placa para 2 blancos (Blk), 2 celdas de unién

no especifica (NSB), 5 celdas de unidon maxima (Bg), 1 celda de actividad total (TA), 8

concentraciones de la curva patrén elaboradas por duplicado (S1-S8), 6 muestras por

duplicado de tejido con vehiculo como Unico tratamiento (1-6), 6 muestras por duplicado

cuyo tratamiento fue etanol (7-12) y 6 muestras por duplicado tratadas con PAG/etanol

(13-18). La distribucién fue como se muestra en el siguiente esquema (Figura 14):
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Figura 14. Asignacién de la posicion para cada ensayo realizado en la placa de ELISA

La adicion de reactivos en cada celda se efectud considerando si se trataba de Blk, NSB,

TA, Bg, estandar o muestra y siguiendo el orden de adicién presentado en el cuadro 4:

Blanco | Actividad | Unién no Mdxima Estdndar | Muestras
Reactivo (BIk) | total (TA) | especifica | unidn (By) | (S1-S8) | analizadas
(NSB)
1. Buffer EIA 100 pL 50 pL
2. Soluciones
delacurva | - | e | e | e 50puL | -
patrén
3. Muestras | - | mmmemem | e | e | e 50 uL
4. Trazador 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
5. Anticuerpo | - | e | - 50 pL 50 pL 50 pL

Cuadro 4. Orden y cantidades de los reactivos adicionados para cada tratamiento antes de incubar

la placa.
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Al terminar la adicidn de reactivos, se cubrid la placa con una tapa plastica adhesiva y se
incubd a 4°C durante 18 horas. Posteriormente, se reconstituyé el buffer de lavado; para
ello se disolvid el contenido del vial incluido en el kit (5 mL) en agua miliQ, se adiciond 1

mL de Tween 20 y se llevd a un volumen final de 2 L.

Una vez pasado el tiempo de incubacidén, se vacié el contenido de las celdas de la placa y

se realizé su lavado en 5 ocasiones consecutivas empleando el buffer de lavado.

Luego se adicionaron 5 ulL de trazador a la celda TA y finalmente, se adicionaron 200 plL de
reactivo de Ellman’s a cada pocito. Se cubridé la placa con aluminio y se incubd a
temperatura ambiente, con agitacion ligera por un periodo de 60-90 minutos. Pasado ese

tiempo se registré la absorbancia de cada celda a una longitud de onda de 412 nm.

c) Célculos realizados con los datos

Primero se obtuvo el valor de maxima unién corregido (Bg corregido) COMoO el promedio de las
absorbancias obtenidas en las celdas By menos el valor promedio del blanco y menos el
valor promedio de las celdas NBS. Por otra parte se calcularon los valores B, que
corresponde a las absorbancias de las muestras o de las concentraciones de la curva
estdndar menos el valor promedio del blanco y menos el valor promedio de las celdas
NBS. Una vez efectuados esos calculos se expresaron todos los resultados en %
B/BOcorregida-

Se graficd Log PGE, contra % B/Bocorregida Para las concentraciones S1-S8, y debido a su
ajuste a una recta se determiné la pendiente y el intercepto de la curva patron.

Luego, se aplicd Log [PGE;] = (B-intercepto)/ pendiente a los valores B de las muestras y
sacando el antilogaritmo y considerando el factor de diluciéon (50) se obtuvo la
concentracién de PGE; en cada una de las muestras (ng/mL).

Finalmente, considerando que el volumen inicial donde se liberaron las prostaglandinas
fue de 1 mL de buffer y dividiendo entre el peso del tejido se obtuvo la cantidad de PGE,

por gramo de tejido.
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6.10 Analisis estadistico

Todos los datos experimentales fueron expresados como la media + error medio estandar
(EEM). La comparacion entre grupos se efectud a través de un andlisis de varianza de una
via, seguido de una prueba de Student-Newman-Keuls. Los valores de P <0.05 implicaron
el rechazo de la hipétesis nula (Ho) y por tanto, indican que existe una diferencia
significativa entre las medias de los grupos comparados con 95% de confianza.
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VII. Resultados

7.1 Efecto gastroprotector de Propargilgicina en el daino gastrico inducido por etanol.

La administracion previa de D,L-propargilglicina (PAG) presentd efecto gastroprotector a
partir de la dosis de 6.25 mg/kg. El porciento de lesiones gastricas para las dosis mayores a
6.25 mg/kg de PAG disminuyd significativamente el dafio géstrico inducido por etanol
hasta alcanzar una gastroproteccion del 79.1 % con la dosis de 75 mg/kg (Figura 15).

Considerando estos resultados, se eligié la dosis de 25 mg/kg de PAG para realizar

experimentos posteriores, que corresponde aproximadamente a un 50% de proteccion.

100~ T

%Lesiones gastricas

VEH 125 25 50 75

PAG (mg/kg)

Figura 15. Efecto de PAG (D,L-propargilglicina) en el dafio gastrico inducido con etanol absoluto en
ratas. Los resultados se presentan como %lesiones gastricas promedio + EEM (n=6-9).
* P<0.05 contra el grupo vehiculo

7.2 Niveles enddgenos de sulfuro de hidrégeno en estémago.

Los niveles enddgenos de H,S se incrementaron de forma significativa en el tejido gastrico
dafado con etanol absoluto, alcanzando en promedio niveles de 32.6 + 11.3 umol/g de
tejido, que corresponden a aproximadamente el doble de los niveles basales que fueron
de 16.7 + 4.4 umol/g de tejido. En tanto que, el tratamiento con 25 mg/kg de PAG
mantuvo los niveles basales de H,S en 17.6 + 3.6 umol/g de tejido, inhibiendo la elevacion

de estos niveles provocados por el tratamiento con etanol (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de PAG (25 mg/kg i.p.) en los niveles enddgenos de H,S en el modelo de dafio
gastrico con etanol (1mL, via intragastrica). Los datos se presentan como niveles promedio + EEM de
sulfuro de hidrégeno en estémago de ratas Wistar (n=5-6). * P<0.05 contra el grupo etanol

7.3 Participacion de grupos sulfihidrilo no proteicos en el efecto gastroprotector de PAG
en el dafo gastrico inducido por etanol.

La NEM, un bloqueador de grupos sulfihidrilo no proteicos, a la dosis de 10 mg/kg, no
modificd el dafio gastrico que ocasiona la administraciéon intragdstrica de 1 mL de etanol
absoluto . Sin embargo, a esta dosis la NEM revirtio el efecto gastroprotector de PAG a la
dosis de 25 mg/kg. En este experimento la PAG disminuyd el porcentaje de lesiones

gastricas hasta un promedio de 51.4 +9 % (Figura 17).

44



Figura 17. Efecto de PAG (25 mg/kg, via i.p.) en el dafio gastrico inducido por etanol absoluto en
ratas pretratadas con NEM (10 mg/kg, s.c.). Los resultados se presentan como %lesiones gastricas
promedio * EEM (n=6). * P<0.05 contra el grupo vehiculo # P<0.05 contra NEM + PAG

7.4 Participacion de dxido nitrico en el efecto gastroprotector de PAG

El dafno gastrico inducido por etanol fue el mismo para el lote tratado con L- NAME y para
el lote tratado con el vehiculo. En este experimento, la PAG disminuyé el porcentaje de
lesiones gastricas hasta un promedio de 41.9 + 17 % (Figura 18).

El pretratamiento con L-NAME, a la dosis de 70 mg/kg, no modificé el efecto

gastroprotector del PAG en el dafio gastrico inducido con etanol absoluto (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de PAG (25 mg/kg, via i.p.) en el dafio gastrico inducido por etanol absoluto en
ratas pretratadas con L-NAME (70 mg/kg, via s.c.). Los resultados se presentan como %lesiones
gastricas + EEM (n=6). *P<0.05 contra el grupo vehiculo

7.5 Efecto de la inhibicién y la activacidon de canales de potasio dependientes de ATP en
el efecto gastroprotector de PAG

El efecto gastroprotector de PAG a la dosis de 25 mg/kg no se modifico por el bloqueo de
los canales de potasio dependientes de ATP (Katp) con glibenclamida a la dosis de 1 mg/kg
(Figura 19), ni por la activacidon de los mismos con diazéxido a la dosis de 3 mg/kg (Figura
20). Ni la glibenclamida ni el diazéxido modificaron el dafio géstrico inducido por etanol

de forma significativa (Figuras 19y 20).
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Figura 19. Efecto de PAG (25 mg/kg, via i.p.) sobre el dafio gastrico inducido por etanol absoluto
en ratas pretratadas con Glibenclamida (1 mg/kg, via i.p.). Los datos se presentan como %lesiones
gastricas + EEM (n=6-12). *P<0.05 contra el grupo vehiculo

Figura 20. Efecto de PAG (25 mg/kg, via i.p.) sobre el dafio géstrico inducido por etanol absoluto
en ratas pretratadas con Diazéxido (3 mg/kg, via i.p.) . Los datos se presentan como %lesiones
gastricas + EEM (n=6). *P<0.05 contra el grupo vehiculo
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7.6 Participacion de prostaglandinas en el efecto gastroprotector de PAG
7.6.1 Efecto del pretratamiento con indometacina en el efecto gastroprotector de PAG

El dano gastrico inducido por etanol fue el mismo para el grupo tratado con indometacina
y para el grupo tratado con el vehiculo. En este experimento, la gastroproteccion ejercida
por PAG logré que el porcentaje de lesiones gastricas se redujera hasta un 45.2+ 8 %. La
indometacina, a la dosis de 10 mg/kg, no modifica la magnitud del dafio gastrico causado
por etanol. El pretartamiento con indometacina inhibié el efecto gastroprotector de PAG

en el modelo de dafio con etanol (Figura 21).

Figura 21. Efecto de PAG (25 mg/kg, via i.p.) sobre el dafio gastrico inducido por etanol absoluto
en ratas pretratadas con indometacina (10 mg/kg, via i.p.). Los resultados estan expresados como
%lesiones gastricas promedio + EEM (n=7-9).

* P<0.05 contra el grupo vehiculo #P<0.05 contra el grupo tratado con Indometacina/PAG/etanol

7.6.2 Niveles enddgenos de prostaglandina E; en estdmago.

Con la finalidad de establecer si el efecto gastroprotector de PAG se relaciona con un
incremento en la sintesis de prostaglandinas, se determinaron los niveles enddégenos de

prostaglandina E, en estdbmago de ratas para un grupo control en condiciones basales, un
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grupo al que se le provoco dafio con etanol y un grupo tratado con PAG y etanol. En el lote
tratado con etanol disminuyeron significativamente los niveles basales de prostaglandinas
(139.2 + 34.4 ng/g de tejido) en aproximadamente un 50% (68.26 + 4.7 ng/g de tejido);
niveles parecidos que se encontraron en el lote tratado con PAG (55.99 * 11.0 ng/g de

tejido), lo que indica que PAG no altera la sintesis de las prostaglandinas E, (Cuadro 5).

PGE,
Tratamiento (ng/g de tejido)
media * EEM
Vehiculo/Vehiculo
(grupo basal) 139.20+34.4
Vehiculo/etanol 68.26+ 4.7 *
PAG/etanol 55.99+11.0*

Cuadro 5. Participacion de prostaglandinas en el efecto de PAG (25 mg/kg i.p.) sobre el dafio
gastrico inducido con etanol absoluto. Los datos se presentan como niveles promedio de PGE,; en
estomago de ratas Wistar + EEM (n=5-6). *P<0.05 contra el grupo basal
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VIIl. Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran claramente que la D,L-
propargilglicina, inhibidor de la enzima cistationina-y-liasa (CSE), protege del dafio gastrico
inducido con etanol absoluto, debido tal vez a que no permite que los niveles de H,S se

eleven como respuesta al dafio causado por etanol.

En el sistema gastrointestinal, el conocimiento acerca del H,S se ha incrementado
notoriamente desde el 2005, a través de los estudios realizados en el modelo de dafio
gastrico inducido por antiinflamatorios no esteroidales (AINEs). Este trabajo estuvo
enfocado a obtener informacién acerca del papel que desempena el sulfuro de hidréogeno
en otro modelo: el modelo de daiio gdstrico inducido con etanol absoluto; empleando
como estrategias la determinacion de H,S en estdmago vy la caracterizacion de la inhibicion

de su sintesis a través de la administracion del inhibidor propargilglicina (PAG).

Los resultados indican que los niveles endégenos de sulfuro de hidrégeno se encuentran
incrementados en el modelo de dafio gastrico con etanol. Este incremento de H,S en
estdmago podria deberse, a que la destruccion del tejido derivada del dafio inducido con
etanol permite el incremento en la sintesis de H,S en estémago, de manera similar a como
ocurre con el incremento de TNF-a y LTC4 luego del tratamiento con etanol (Ferraz, et al.,
1997; Peskar, 1991). Es posible que este papel dual del H,S esté relacionado con las

concentraciones de este modulador en diferentes érganos.

El papel nocivo del sulfuro de hidrégeno al encontrarse a altas concentraciones ya ha sido
reportado en otros érganos, pero su mecanismo de dano no ha sido del todo esclarecido.
Con respecto a ello, por ejemplo, se ha propuesto que el exceso de H,S causa un efecto
toxico en las neuronas a través de la inhibiciéon de la citocromo c oxidasa y/o la
estimulacion exagerada de receptores NMDA, y eso conlleva a un retraso mental

progresivo en pacientes con trisomia 21 (Kamoun, 2001).

Por otra parte, el aumento en los niveles endégenos de H,S observado en este estudio con

el dafio gastrico inducido con etanol resulta contrario a lo que se ha observado en el
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modelo de dafio gdstrico con AINEs, en donde existe un decremento de la formacion de

H,S y de la expresidn de la enzima CSE (cistationina-y-liasa), importante en su sintesis.

La discrepancia entre los niveles enddgenos de sulfuro de hidrogeno presentes en el dafio
inducido con etanol y en el de dafio gastrico inducido con AINEs se debe, probablemente,
a diferencias en los mecanismos de dafio involucrados. En primera, el etanol es un agente
necrozante que incrementa la permeabilidad y la generacién de radicales libres, induce
dafio en la membrana celular y provoca la destruccidon extensiva de tejido; mientras que
los AINEs causan dafo gdstrico principalmente a través de la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas, lo que a su vez genera un decremento en la secrecion de moco vy
bicarbonato, aumenta la secrecién de acido, disminuye el flujo sanguineo e incrementa la
adherencia de leucocitos. En segunda, el tipo de lesiones resultantes en estos dos
modelos tampoco coincide como resultado de las diferencias en la manera que se origina
el dano gastrico; las lesiones observadas en el modelo de dano gastrico con AINEs son
puntuales y profundas, mientras que el dafio con etanol origina Ulceras hemorragicas en la
mucosa con una extensidn notoriamente mayor a la encontrada en dafio con AINES como

indometacina (Glavin y Szabo, 1992 ; Whittle, 1981; Lanza, 1989).

Por otra parte, la administracion de PAG, un inhibidor de la enzima CSE para la sintesis de
H,S, previene el dafo gastrico en una forma dosis dependiente en el modelo de dafio con
etanol absoluto. Este efecto benéfico de PAG ha sido descrito anteriormente como una
reduccion en la respuesta inflamatoria en el modelo de sepsis y en el modelo de

endotoxemia con lipopolisacaridos (Zhang, et al., 2006; Collin, et al., 2005).

Recientemente, se ha comprendido que en el sistema gastrointestinal, para la sintesis de
H,S se encuentran expresadas tanto la enzima CSE como la CBS, sin embargo, Fiorucci y
colaboradores (2005) comprobaron el rol prevalente de la enzima CSE en la generacion de
sulfuro de hidrégeno en el estémago; por ello, el efecto observado por la administracién
de PAG podria indicar que la inhibicidn de la sintesis de H,S a través de la CSE previene el

dafio gastrico con etanol absoluto de forma dosis dependiente.
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Este hallazgo resulta congruente con el incremento en el sulfuro de hidrégeno endégeno
en el dafo gastrico con etanol, pero nuevamente parece contradecir observaciones
recientes hechas a partir del estudio de agentes donadores de H,S en el dafio gastrico
inducido con AINEs (Wallace, et al., 2007). En ese trabajo de investigacion, se indica que
los agentes donadores 4-HTB y el reactivo de Lawesson, asi como la cisteina, un precursor
de H,S, promueven la sanacién de Ulceras gastricas; también se describe que el efecto
gastroprotector de cisteina es inhibido por un pretratamiento con PAG. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, los niveles de sulfuro de hidrégeno estan disminuidos
en el dafio gastrico con AINEs, por lo que resulta congruente que agentes que
incrementan la sintesis de sulfuro de hidrégeno favorezcan la sanacién de Ulceras
gastricas. Ademas, este grupo de trabajo evalud la promocién de la sanacion de ulceras y

en el presente trabajo se evalud la prevencién de las mismas.

Por otra parte, recientemente se publicé un trabajo con el modelo de induccion de Ulcera
con etanol al 50% , en el que evaluaron el efecto de los agentes donadores de H,S en la
prevencion del dafio gdstrico. Ese trabajo propone que los agentes donadores de sulfuro
de hidrégeno NaSH y el reactivo de Lawesson, al igual que el precursor se sulfuro de
hidrégeno cisteina tienen un efecto gastroprotector al ser administrados 30 minutos antes
de inducir el dafio y no PAG. Sin embargo, ellos relacionan el efecto gastroprotector de
los agentes donadores o precursores con un incremento importante en la respuesta de
neuronas sensibles a capsaicina, un aumento de la sintesis de glutatién y la activacién de

canales K" atp, pero no con cambios en los niveles de H,S (Medeiros, et al., 2009).

Es probable que en modelos donde el dafio gastrico no incrementa significativamente los
niveles de H,S en estémago, la administracion de agentes donadores no representa un
incremento de H,S suficiente para que se alcancen niveles toxicos. Siguiendo esa
propuesta, los efectos farmacoldgicos observados al administrar los agentes donadores no
se relacionan directamente con los niveles de H,S, ya que como lo describe Fiorucci y
colaboradores (2005), el efecto gastroprotector de NaHS, L-cisteina y N-acetil-cisteina en
el dafio gastrico inducido con AINEs es independiente de H,S, ya que estos compuestos no
incrementaron la sintesis de H,S en el tejido gastrico. Es decir que tales compuestos
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poseen efecto gastroprotector intrinseco. Adicionalmente se sabe que el NaHS,
incrementa la concentracidon intracelular de L-cisteina y y-glutamilcisteina que son

precursores inmediatos de glutation (Kimura y Kimura, 2004)

Los resultados acerca del efecto gastroprotector de PAG presentados en este trabajo son
contrarios a lo encontrado por Medeiros y colaboradores (2009). A pesar de que en
ambos trabajos el mecanismo de dafio es a través del mismo agente necrozante, la
concentracion de etanol empleada por ellos es 50% y en este trabajo el dafo gastrico se

indujo con etanol absoluto.

En este trabajo se encontré que el incremento significativo en los niveles de H,S enddgeno
se presenta en el dafio gastrico con etanol absoluto, pero hasta el momento, no se sabe si
se presenta al inducir dafio gastrico con etanol a menores concentraciones. Se ha
observado que el incremento significativo del sulfuro de hidrogeno depende de Ia
intensidad del estimulo nocivo; asi por ejemplo, la administracion subcutdnea de
formalina 1.25% en la pata trasera de rata en el modelo de dolor inflamatorio persistente
no modifica significativamente los niveles de H,S, pero la administracion de formalina a
una concentracion de 5% incrementa de forma significativa los niveles de H,S (Lee, et al.,

2008).

El efecto gastroprotector de PAG se debe a la prevencion del incremento en los niveles de
sulfuro de hidrégeno, por lo que, en modelos donde no existe un incremento significativo
de H,S no se observard su efecto benéfico. Asi, por ejemplo, en el caso de la induccién de
dolor inflamatorio con formalina al 1.25% o 5% se encontré que PAG reduce el edema
cuando se usé formalina al 5% y no modifica el grado de edema cuando se administrd

formalina al 1.25% (Lee, et al., 2008).

Ante el descubrimiento del efecto gastroprotector de PAG en el dafio gastrico inducido
con etanol y conociendo que los factores involucrados en gastroproteccién se regulan
entre si, se decidié estudiar la participacién de grupos sulfihidrilos no proteicos y del 6xido
nitrico (ON) como posibles mediadores compensadores frente a la inhibicion de la

produccién de sulfuro de hidrogeno a través de la administraciéon de PAG.
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En los experimentos destinados a determinar la posible regulacién de estos factores
humorales sobre el efecto de PAG en el modelo de dafio gastrico con etanol, se incluyé un
grupo tratado con PAG (25 mg/kg), con lo que se constatd en repetidas ocasiones su

efecto gastroprotector.

Ademas, se determind que el bloqueo de grupos sulfihidrilo no proteicos, mediante el
pretratamiento con el inhibidor NEM, impidié completamente el efecto gastroprotector

de PAG en el modelo de dafio gastrico con etanol (Figura 17).

Se ha descrito que la administracion intraperitonial de 5 umoles de PAG en ratén o la
administraciéon de 50 pmoles de PAG/kg por via i.p. en ratas durante tres dias
consecutivos inhiben completamente la enzima CSE de forma irreversible en higado
(Shinozuka, et al., 1982; Houghton, et al., 1991). La inhibicion de la enzima CSE disminuye
la produccion de H,S, pero también puede disminuir la produccion de cisteina a partir de
cistina o de cistationina (Figura 4), lo cual podria repercutir a su vez en la sintesis de

glutation (GSH).

El pretratamiento con PAG sobre los niveles de glutatién es controversial; en el
experimento anteriormente descrito, donde los ratones recibieron un tratamiento de una
sola dosis de PAG, se observd una reduccion del GSH hepatico hasta el 40%; mientras que
en la investigacidon donde las ratas fueron tratadas durante 3 dias consecutivos con PAG
los niveles de GSH hepatico no se encontraron alterados (Shinozuka, et al., 1982;

Houghton, et al., 1991).

Los investigadores Kim y Kim (2001) encontraron que el pretratamiento con 200
umoles/kg i.p. de PAG redujo significativamente los niveles de glutatién en tejido y en
plasma; ocasiono la reduccion de los niveles de cisteina en higado y rifiones, asi como los
niveles de cistina en plasma, que corresponden a la forma en que se presenta
predominantemente la cisteina en plasma; y bloqueé el incremento de GSH mediante la
administracién del precursor metionina en ratones ICR. Debido a lo anterior, estos
investigadores propusieron que la ultima reacciéon enzimatica de transulfuracién de la

conversion de metionina a cisteina es bloqueada por PAG.
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De forma similar, se ha observado que el pretratamiento con una dosis de 50 mg/kg de
PAG impide el incremento de glutatidon en estdmago que ejerce la cisteina sobre el dafio
gastrico con etanol al 50% ; sin embargo, en ese trabajo no se exponen resultados para
conocer si los niveles de GSH en estdmago se modifican significativamente en ratas
tratadas con PAG después de provocar dafio gastrico con etanol 50% con respecto a ratas
con dafio gastrico con etanol al 50%, o para determinar si los niveles gastricos de GSH
difieren entre ratas Unicamente tratadas con PAG y ratas en condiciones basales

(Medeiros, et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior, es posible proponer que PAG ejerce un efecto benéfico al
evitar que los niveles de H,S lleguen a concentraciones téxicas en estdémago, pero

probablemente también impide la produccién de mas cisteina a partir de metionina.

Por ello, posiblemente, cuando se suman la inhibicién de la enzima CSE por PAG y la
administracién de NEM, que también inactiva los compuestos antioxidantes con grupos
sulfihidrilo ya presentes en estdmago, al dafio gastrico con etanol absoluto, donde hay
una gran generacion de radicales libres, el dafio resultante en el tejido es tan intenso que

no se logra revertir mediante la disminucidn de la sintesis de H,S.

También se evalud la participacidn del dxido nitrico, ya que resulta posible una regulacion
entre la enzima CSE y la via del éxido nitrico como se ha observado en el sistema
cardiovascular, donde los compuestos donadores de o6xido nitrico incrementan la
generacion de H,S a través del incremento de la expresion CSE y en una forma
dependiente de GMPc. Sin embargo, los experimentos en el sistema gastrointestinal para
evaluar la posible participacidon del éxido nitrico, realizados en este trabajo mediante el
pretratamiento con el inhibidor de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS) L-NAME,
mostraron que el éxido nitrico no esta involucrado en el efecto gastroprotector de PAG en

el modelo de dafio gdstrico con etanol absoluto.

Por otra parte, los blancos moleculares principales que se han relacionado con el sulfuro
de hidrégeno son los canales K* arp. El sulfuro de hidrégeno estimula este tipo de canales

de potasio en musculo liso, neuronas, cardiomiocitos y células pancreaticas (Eowicka y
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Beltowski, 2007). Es por ello que, en este trabajo se evalud la participacion de los canales
K* atp en el efecto gastroprotector de PAG en el modelo de dafio géstrico inducido con

etanol.

En los experimentos realizados a este respecto, se encontrd que ni la inhibicidon de canales
K*arp con glibenclamida ni la apertura de los mismos con diazéxido modificé el efecto de
PAG en la prevencion del dano gastrico causado por etanol absoluto. Resulta importante
destacar, que esta observacion da indicios de que la inhibicién de la CSE no desencadena
un efecto sobre canales de potasio. Sin embargo, no puede descartarse el hecho de que el
H,S podria actuar a través de la activacién de canales K'arp en el sistema gastrointestinal a
determinadas concentraciones, como se ha mostrado que lo hace en otros sistemas. En
relacion con ésta posibilidad, Medeiros y colaboradores (2009) determinaron que el
efecto gastroprotector de cisteina, NaSH y el compuesto de Lawesson se inhibe por el
pretratamiento con glibenclamida, por lo que proponen que esos agentes previenen el
dano gastrico inducido por etanol al 50%, al menos en parte, mediante la activacion de
canales K'arp (Medeiros, et al., 2009). De acuerdo a lo anterior, el efecto gastroprotector
de los agentes donadores y precursores podria prevenir la isquemia caracteristica en el

dafio con etanol a través de la vasodilatacion dependiente de canales K'arp.

Por otro lado, se ha determinado que en el dafo gastrico inducido con AINEs la inhibicidn
de canales K'arp contribuye a su patogénesis y, luego de la observacién de que los
modelos de dafio gastrico con etanol y con AINEs parecen comportarse de modo
contrario, es posible esperar que la inhibicion de canales K'arp tenga un efecto
gastroprotector en el modelo de dafio gastrico con etanol. En este trabajo se encontrd
que la inhibicién de los canales K'arp no disminuyé de forma significativa el dafio gastrico
en el modelo de etanol absoluto; sin embargo, solamente se evalué la inhibicién de
canales de potasio con una dosis de glibenclamida de 1 mg/kg via i.p., de modo que
resulta necesaria la evaluacién de otras dosis de glibenclamida para descartar esa

posibilidad.
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Por otra parte, se estudié la posible participacién de prostaglandinas en la prevencion del
dano gastrico inducido con etanol que ejerce PAG, a través del pretratamiento con

indometacina y mediante la determinacion de los niveles enddgenos de PGE,.

El pretratamiento con indometacina disminuyd significativamente el efecto
gastroprotector de PAG, lo cual sugirid, en primera instancia, que las prostaglandinas
constituyen un mediador activado de forma compensatoria y que podria ser responsable,
al menos en parte, del efecto gastroprotector de PAG. Sin embargo, si bien el procentaje
de lesiones gastricas promedio del grupo tratado con indometacina y PAG no es
significativamente diferente al promedio de lesiones gastricas del grupo vehiculo, es de
notarse que el grado de dafo gdstrico es ligeramente menor para el grupo con la

combinacion de tratamientos que para el grupo control tratado con el vehiculo.

Para determinar si el efecto de PAG se debe a un incremento en los niveles enddgenos de
prostaglandinas, se midieron los niveles de PGE, por medio de un kit que se basa en una

prueba de ELISA.

Los resultados indicaron que la cantidad de PGE, esta reducida en el tejido gastrico
dafiado con etanol con respecto a tejidos basales, dato que coincide con lo reportado en
la literatura y que se relaciona con el efecto necrozante del etanol sobre las células

productoras de prostaglandinas (Glavin y Szabo, 1992).

Ademas, se observé que el tratamiento con PAG no modifica, de forma significativa, los
niveles de esta prostaglandina con respecto al tejido dafiado. Por una parte, este
resultado indica que la inhibicion de la enzima CSE no regula la sintesis de prostaglandinas
de forma positiva o negativa. Por otra parte, este resultado implica que el efecto
gastroprotector de PAG frente al dafio gastrico con etanol no estd relacionado con un
incremento en su sintesis y probablemente, las prostaglandinas no son factores

involucrados en el mecanismo de PAG.

Si PAG regulara a las prostaglandinas de algin modo diferente a favorecer su sintesis, es

muy probable que no se apreciara en experimentos con la duracion de la prueba
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realizada, ya que requeririan un proceso de seiializacién y de sintesis. Es posible, que el
dano observado como la inhibicidn del efecto gastroprotector de PAG se deba a la suma
del dafo gastrico inducido por el dafio con etanol y el dafio provocado por la combinacién
de idometacina con PAG. Esto debido a que, indometacina no alcanza a dafiar a la dosis
administrada, pero se ha reportado que la administraciéon de una combinacién de PAG y
un AINE incrementa significativamente indicadores de la respuesta inflamatoria (aumenta
la actividad de la mioeloperoxidasa (MPO) y la cantidad de TNF-a RNAm, ICAM-1 RNAm y
LFA-1 RNAm en la mucosa gastrica) con respecto a grupos tratados Unicamente con el

AINE (Fiorucci, et al., 2005).

De ese modo, a pesar de que la combinacién indometacina y etanol genera un porcentaje
de lesiones gastricas similar al observado con el dafio con etanol, es posible que el dafio
fuera mas complejo. Resulta probable que el tejido se enfrentd a factores nocivos
producto de la inhibicidn de la ciclooxigenasa y del dafio con etanol, de modo que, a pesar
de que PAG disminuyd los niveles de H,S, el tejido no pudo recuperarse del efecto de
todos los componentes involucrados en la patogénesis, por lo que no se alcanzé a
prevenir el dafio de forma significativa.
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IX. Conclusiones

1. La propargilglicina (PAG), un inhibidor de la sintesis de H,S, presenta un efecto
gastroprotector dosis dependiente en el modelo de dafio gastrico con etanol en ratas.

2. El efecto gastroprotector de PAG se debe principalmente a la prevencidon del
incremento en el sulfuro de hidrégeno enddgeno que se induce por el dafio géstrico
con etanol absoluto.

3. La prevencién del dafio gdstrico observada con la administracion de PAG se relaciona
con la participacién de grupos sulfihidrilos no proteicos y no se debe a la participacion

del éxido nitrico, canales K*arp, ni prostaglandinas.

X. Perspectivas

Considerando el efecto nocivo del sulfuro de hidrégeno en el modelo de dafio con etanol
absoluto, resulta pertinente determinar si los agentes donadores de sulfuro de hidrégeno
como el 4-HTB y el NaSH puede ocasionar dafio a la mucosa, a que dosis y a través de que

mecanismo.

Asi mismo, determinar que relacién existe entre los niveles de sulfuro de hidrégeno en

estdmago y la concentracion de etanol empleada para inducir dafio gastrico.

Por otra parte, es también necesario determinar bajo qué condiciones las enzimas CSE y
CBS incrementan la sintesis de sulfuro de hidrégeno en estébmago, para poder relacionar

esa informacion con sus funciones en el organismo.
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Anexo A. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de H,S en una muestra

Este ensayo se basa en la produccion de un compuesto azufrado estable a partir de
sulfuro de hidrégeno, el cual a su vez se hace reaccionar para dar origen a un compuesto
colorido.

El H,S, que se libera del tejido a través de fragmentacién mecanica o bien se encuentra
disuelto en las soluciones estandar de NaSH (Figura 22 A), reacciona con acetato de zinc

Zn(CH3COO0); presente en exceso para formar ZnS (Figura 22B).

A)
NasH + H,0 —— MNaOH + HS

B)
Zn (CHyC00- )+ HF —— ZnS + CHiCO0H

Hac. | C) HaC. Sy CHa O+ Fed,
3 C CH,

s

N H* FeCl
|
CH3 s
D) l s
_|_
HSCET}] o S/ < I,T]/CHg Cl-
CHs CHs

azul de metileno
Figura 22. Reacciones involucradas en la determinacién de sulfuro de hidrégeno en estdmago

Posteriormente se efectud la adicion de acido tricloroacético y la centrifugacién con la
finalidad de precipitar las proteinas presentes en las muestras de tejido, ya que podrian

incrementar la absorbancia del ensayo.

Finalmente, a pH 4cido el cloruro férrico actia como agente oxidante sobre la N, N-dimetil-
p-fenilendiamina generando un intermediario reactivo (Figura 22C) que reacciona con el

i6n sulfuro (Figura 22D) para formar el compuesto azul de metileno (Bulatov, et al.,2006).
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Anexo B. Fundamento de la determinacion de PGE,

La técnica ELISA (Valoracién inmunoabsorbente ligada a enzimas) se basa en la
determinacién directa o indirecta de la cantidad de un antigeno unido a anticuerpos fijos a

una placa, lo cual suele evidenciarse mediante una reaccién colorimétrica.

En este caso, debido a que la PGE; es un compuesto muy inestable, en un primer paso se

propicia la formacion del metabolito estable biciclo prostaglandina E, (Figura 23).
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Figura 23. Formacién de la biciclo prostaglandina E,

Por otra parte, la placa base empleada tiene celdas con anticuerpo anti- IgG policlonal de
cabra unido a su superficie (Figura 24. A). Cuando se adiciona la mezcla de reaccidn
(Figura 24. B), un nimero limitado de anticuerpos monoclonales anti-PGE; van a unirse al
conjugado PGE,-Acetilcolinesterasa o bien a la PGE;; pero también se uniran por su region

Fab a los anti-lgG, de modo que el complejo queda fijo a la placa (Figura 24. C).
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Posteriormente, se realizan lavados con la finalidad de eliminar los antigenos o

anticuerpos que no se unieron.

Cuando se adiciona el reactivo de Ellman, que contiene acetiltiocolina y 5,5'-ditio-bis-
(acido 2-nitrobenzoico), se produce una reaccion enzimatica catalizada por la
acetilcolinesterasa y una segunda reaccion que origina un producto color amarillo (Figura

24.D).

Figura 24. Pasos de la prueba de ELISA en la determinacion de PGE,

La acetiltiocolina es un sustrato para la acetilcolinesterasa, por lo que se hidroliza a
acetato y tiocolina en una proporcidon directa con la cantidad de conjugado PGE,; -

Acetilcolinesterasa. A su vez, la tiocolina reacciona con el 5,5-ditio-bis-(acido 2-
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nitrobenzoico) para generar dos productos, uno de los cuales corresponde al acido 5-tio-2-

nitrobenzoico con una Ay de 412nm (Figura 25).

Finalmente la determinacién de PGE, se obtiene indirectamente como la cantidad que de

PGE,- Anticolinesterasa que fue desplazada por la unién de PGE,.

Figura 25. Reacciones debidas a la adiciéon del reactivo de
Ellman en la determinacion de PGE,
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