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l. Resumen

La corteza de Cyrtocarpa procera se utiliza en varias partes del pais y
tiene diversos usos dentro de la medicina tradicional mexicana, entre ellos, se
emplea en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales, como gastritis y

Ulcera péptica.

Se ha reportado que el extracto metandlico de esta corteza posee una
muy buena actividad gastroprotectora (Escobedo-Hinojosa, et al., 2012; Rosas-
Acevedo, et al., 2011), por lo que el presente estudio se realizé para determinar
el posible mecanismo de gastroproteccion del extracto metandlico de
C. procera y su posible participacion en el proceso de resolucion de Ulceras

gastricas.

Con este proposito, en primer lugar se realizo una extraccion metanolica
exhaustiva de los metabolitos secundarios presentes en la corteza y se
comparé la actividad gastroprotectora del extracto metandlico con la reportada

previamente.

Para tratar de establecer el mecanismo de la accion gastroprotectora del
extracto, se investigd el papel de las prostaglandinas, el Oxido nitrico, los
grupos sulfhidrilos y los canales de potasio dependientes de ATP, utilizando un

modelo de Ulcera géstrica inducida por etanol absoluto en raton.

Los resultados sugieren que los cuatro mecanismos estudiados estan
involucrados en el efecto gastroprotector del extracto metandlico, sin embargo,

tienen mayor participacion las prostaglandinas y el 6xido nitrico.

Por otra parte, para evaluar el efecto del extracto en un modelo
subagudo de resolucion de ulcera gastrica, se determind, en primera instancia,
su toxicidad subaguda en ratén, administrando por 20 dias el extracto a las
dosis de 10 100 y 1000 mg/kg. Una vez determinada su seguridad se procedio
a realizar el modelo de resolucion de Ulcera géstrica inducida por etanol en el

mismo tipo de roedor, administrando por el mismo periodo de tiempo el
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extracto a una concentracion de 100 mg/kg. Los resultados mostraron que la
administracion subaguda (20 dias) de este extracto acelera el proceso de
resolucién de las ulceras gastricas al disminuir el nimero y la amplitud de las
lesiones inducidas con etanol absoluto y mejorando la organizacion celular de

la mucosa gastrica.

Finalmente, se traté de disminuir la complejidad del extracto metandlico
realizando un fraccionamiento por cromatografia en columna abierta de silica
gel, obteniendo 13 fracciones. Al determinar la actividad gastroprotectora de
estas fracciones se encontré que hay mas de un compuesto dentro del extracto
gue proporciona esta actividad. Por lo que se pretende continuar con el
fraccionamiento para poder aislar y determinar cuales son estos compuestos.
Adicionalmente, se determind la actividad anti-Helicobacter pylori de estas
fracciones, algunas de las cuales presentaron una buena actividad contra esta

bacteria, sin embargo, el rendimiento de estas fracciones resulté ser muy bajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo aumentan el conocimiento
acerca de las propiedades que posee C. procera para el tratamiento y

prevencion de las Ulceras gastricas de etiologia no bacteriana.
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1. Introducciodn

1.1. Anatomiay fisiologia del estémago

El estbmago se define como la parte expandida del tubo digestivo que se
encuentra entre el esofago y el intestino delgado. En él se almacenan
transitoriamente los alimentos ingeridos y su funcion principal es la digestion
enzimatica. De manera general, el estbmago puede dividirse en cuatro
regiones, el cardias, fondo, cuerpo y antro (Moore, et al., 2010), tal y como se

aprecia en la Figura 1.

s Esofago

Cardias

\

Duodeno

Figura 1. Regiones del estbmago

e Cardias: se refiere a la porcibn que rodea la abertura superior del
estbmago, por donde los alimentos entran al mismo provenientes del
esofago.

e Fondo: es la parte superior del estbmago. Al encontrarse en posicion
erguida, por lo general se encuentra una burbuja de aire.

e Cuerpo: se trata de la porcion mas grande del estbmago.



e Antro: es la ultima parte del estbmago que se encuentra entre el cuerpo
de éste y el piloro. El piloro por su parte, es un esfinter que se encuentra

en el limite entre el esttmago y el duodeno, que controla la salida del
contendido gastrico.

A lo largo de todo el estbmago se pueden encontrar cuatro capas (Figura
2) que componen la pared gastrica (Garcia, et al., 2010):

Epitelio % %
superficial = z
= =
2 =
Mucosa { =
Lamina
propria N\ M
Muscular de }
| lamucosa —
Submucosa
Muscular
propia

— ————

Serosa _/ Pared del estomago

Figura 2. Capas de la pared gastrica (Tomado y modificado de Marieb y Hoehn, 2010)

e Serosa: es la capa mas superficial, se compone de tejido conectivo laxo
y rodea a todo el estbmago.



e Muscular propia: genera las contracciones que favorecen el transito de
los alimentos.

e Submucosa: se compone de tejido conectivo denso y contiene los
vasos sanguineos, linfaticos y terminaciones nerviosas.

e Mucosa: es la capa que esta rodeando la luz gastrica y se divide a su
vez en tres subcapas: el epitelio superficial, que tiene la funcién de
proteger contra agentes agresivos; la lamina propria, que contiene

glandulas secretoras; capa muscular de la mucosa.

El epitelio superficial en el interior del estdmago se compone solamente
de células mucosas. Estas células producen una densa capa de moco que
protege toda la superficie de la mucosa gastrica. Este epitelio se encuentra
plegado, de tal manera que se forman pliegues en la luz del estbmago que se
denominan fosas géstricas. Dentro de las fosas gastricas se encuentran varias
células que secretan diversos productos hacia la luz del estbmago, estas
células forman las glandulas gastricas (Barrett, et al., 2010; Marieb y Hoehn,
2010).

Las ceélulas que componen las glandulas gastricas van a variar de
acuerdo a la zona del estbmago en la que se encuentren. De manera general,
las células que componen las glandulas del cardias y el piloro son
principalmente productoras de moco. En las glandulas que se encuentran en el
antro se encuentran células productoras de moco y gastrina, principalmente. En
la zona del cuerpo y el fondo del estbmago se produce la mayor cantidad de
secreciones gastricas, entre ellas una gran cantidad de &cido clorhidrico
(Marieb y Hoehn, 2010).

La composicion celular de las glandulas gastricas (Figura 3) se describe
a continuacion (Fox, 2011; Marieb y Hoehn, 2010):

e Células mucosas del cuello: como lo indica su hombre, estas células
se encuentran en el cuello de las glandulas y que, a diferencia de la
células mucosas superficiales que generan moco insoluble, secretan
moco soluble.

-3-



e Células parietales: secretan &cido clorhidrico y factor intrinseco.

e Células principales: secretan pepsindgeno, el cual es una forma
inactiva de la pepsina, y que se activa en presencia de acido clorhidrico.

e Células tipo enterocromafines: liberan mensajeros quimicos hacia el
fluido intersticial de la lamina propia, como son la histamina, que activa
la secrecion de &cido clorhidrico por las células parietales, y la
serotonina, que provoca contracciones en la musculatura del estbmago.

e Células G: secretan gastrina, que es una hormona que estimula la
secrecion del acido gastrico, y que llega hacia el torrente sanguineo.

e Células D: secretan somatostatina, hormona que inhibe la liberacion de
histamina y gastrina, que, como consecuencia, inhibe la secrecion de

acido gastrico.

Acido, factor intrinseco y pepsindgeno

-— Capa de moco

(moco, péptido en trébol,
secrecidn de bicarbonato)

Células del cuello de la mucosa
(compartimento de células
precursoras)

Células parietales
{secrecion de acido

y factor intrinseco)

Célula ECL
(secrecion de histamina)

Células principales
(secrecidn de pepsindgeno)

Figura 3. Estructura de la glandula géastrica del fondo y cuerpo del estbmago (Tomado y
modificado de Barrett, et al., 2010)
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1.2. Secreciones gastricas

Dentro del estdbmago se genera una gran cantidad de secreciones
gastricas que preparan al organismo para la digestion y una buena asimilacion
de los nutrientes. Estas secreciones gastricas son producidas y liberadas por
las glandulas de la mucosa gastrica, generandose principalmente moco y
bicarbonato con el proposito de proteger al estbmago tanto de las secreciones
propias, como de agentes agresivos externos, tales como los alimentos,
farmacos y microorganismos. Entre las secreciones glandulares mas
caracteristicas en la fisiologia normal del esttmago se encuentran el &cido
clorhidrico, factor intrinseco, pepsindgeno y la lipasa gastrica, todas ellas
asociadas a la digestion. La ingesta de alimentos activa la secrecion del acido
hacia la luz del estbmago y comienza la hidrélisis de macromoléculas de los
alimentos, ademas el factor intrinseco ayuda en la absorcion de la vitamina
B12; el pepsinodgeno, precursor de la pepsina, comienza con la digestion de
proteinas y la lipasa con la de los lipidos (Barrett, et al., 2010; Waldman y
Terzic, 2010).

1.3. Mecanismos de defensa de la mucosa gastrica

Para que la mucosa gastrica pueda resistir los agentes nocivos con los
gue esta en contacto, como son los alimentos y sustancias que se ingieren, asi
como las secreciones endégenas del estbmago, existen una serie de factores
que la protegen de una variada y frecuente exposicién a estos agentes, que
pueden ser de diferente pH, osmolaridad y temperatura, asi como propiedades
detergentes y productos bacterianos. Ademas, si estos factores de proteccion
no son suficientes y la mucosa llega a sufrir algin dafio, existen también

mecanismos para poder repararla (Wallace y Granger, 1996).

Entre los factores que protegen la mucosa gastrica de los agentes
injuriantes y la autodigestion se encuentran principalmente la secrecion de
moco gastrico y de bicarbonato, la barrera epitelial, la estimulacion de fibras
nerviosas, la sintesis de prostaglandinas, citosinas y un adecuado flujo

sanguineo de la mucosa (Ham y Kauntz, 2007; Kumar, et al., 2005).
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Se considera que la sintesis de prostaglandinas, en particular la
prostaglandina E, (PGE>), es uno de los mecanismos de gastroproteccion mas
importantes, debido a que su efecto se basa en intensificar los factores de
defensa propios de la mucosa gastrica. Estos factores incluyen la secrecion de
moco gastrico y bicarbonato, asi como la regulacién del flujo sanguineo de la

mucosa gastrica (Miller, 1983).

Existen reportes de que las prostaglandinas también juegan un papel
importante dentro de la resolucion de las Ulceras (Konturek, 2005). PGE;
promueve la curacion de las Ulceras al incrementar la angiogénesis y se cree
gue también podria promover la proliferacién y la migracion de las células
epiteliales, con lo que contribuye a la reconstruccion de las zonas ulceradas en

la mucosa (Hatazawa, 2007).

El oxido nitrico (NO) enddgeno también tiene un papel importante dentro
del mantenimiento de la integridad del epitelio gastrico (Whittle, et al., 1990). El
NO induce un efecto gastroprotector debido a que regula el flujo sanguineo,
estimula la sintesis de prostaglandinas (Matsuda, 1999), reduce la secrecion
acida (Kitamura, et al., 1999), modula la liberacion de moco gastrico (Brown, et
al., 1992), y juega un papel importante en el mantenimiento del flujo sanguineo
y la angiogénesis del tejido de granulacion cuando se presenta un dafo en la
mucosa gastrica, por lo que es un factor indispensable en la resolucién de las

Ulceras gastricas (Konturek, et al., 1993).

La acumulacién de especies reactivas de oxigeno (EROS) dafa la
mucosa gastrica y duodenal debido a que su mecanismo de accion incluye la
lipoperoxidacion (que destruye las membranas celulares), la alteracion del
metabolismo celular y el dafio al ADN, por lo que estan implicadas en el
desarrollo y la recurrencia de Ulceras pépticas. El secuestro de EROS estimula
la curacion de las ulceras y reduce la recurrencia de ulceracion (Demir, et al.,
2003; Salim, 1994).



1.4. Patologias del tracto gastrointestinal

Cuando se genera una secrecion excesiva del acido clorhidrico gastrico
o un decremento de los agentes de defensa de la mucosa gastrica pueden
presentarse diversos trastornos que pueden afectar el estbmago, el eséfago o
el duodeno, como son el reflujo gastroesofagico, la gastritis y las Ulceras
pépticas (Waldman y Terzic, 2010).Debido al interés del presente trabajo, se

tratardn con mas detalle las dos ultimas patologias.

1.4.1. Gastritis

La gastritis se refiere a una inflamacion en la mucosa gastrica. Puede
dividirse en gastritis aguda o crénica dependiendo de las caracteristicas
propias de la inflamacién. La gastritis aguda se refiere a una inflamacion en la
mucosa que se resuelve en corto tiempo, caracterizada por una infiltracion de
neutréfilos que puede o no estar acompafiada por hemorragia en la mucosa y
gue puede ser causada por antiinflamatorios no esteroideos (AINES), consumo
excesivo de alcohol, fumar, el estrés, etc. En la gastritis cronica se presenta
una inflamacién que puede persistir por largo tiempo, con una infiltracion
predominante de linfocitos, que esta asociada a la atrofia de la mucosa y
metaplasia intestinal, pero sin provocar erosiones. Este tipo de gastritis puede
ser provocada por infeccion crénica de Helicobacter pylori, consumo de alcohol,

el fumar, etc. (Kumar, et al., 2005).

1.4.2. Ulcera péptica

Dentro de las patologias del tracto gastrointestinal, la Glcera péptica es
una de las més relevantes debido a su incidencia a nivel mundial, se estima
que cerca del 20% de la poblacion mundial sufren de Ulcera péptica en alguna
etapa de su vida, lo que se ve reflejado en un impacto econémico debido a su
morbilidad y el costo de su tratamiento. Los factores que pueden predisponer la
aparicion de una Ulcera péptica son muy variados y van desde el estrés, la
dieta, consumo del tabaco y alcohol, asi como la administracion de algunos

farmacos (Bucciarelli y Skliar, 2007). Sin embargo, cerca del 80% de los casos

-7-



de Ulcera péptica son causados por H. pylori. La infeccién por esta bacteria
esta relacionada ademas con el adenocarcinoma y linfoma gastrico, y coloniza
a mas de la mitad de la poblacion mundial. El 20% restante de los casos de
Ulcera péptica esta relacionado en su mayor parte con el consumo de AINES
(Atherton, 2006).

El término de Ulcera péptica se refiera a una lesion benigna de la
mucosa gastrica o duodenal que ocurre en algun sitio en donde el epitelio de la
mucosa se encuentra expuesto a algun agente dafino, como el &cido gastrico o
la pepsina (Andrade, et al., 2007). Por lo que puede decirse que las Ulceras
pépticas se producen por un desequilibrio entre los factores de defensa de la
mucosa gastroduodenal y los factores que pueden dafarla. Este dafio en la
mucosa se extiende desde la muscular de la mucosa y hasta la submucosa o
zonas mas profundas y puede aparecer practicamente en cualquier parte del
tracto gastrointestinal, sin embargo, lo mas comun es que se encuentre en el
estbmago o en el duodeno, en donde la mucosa esta mas expuesta a factores

agresivos (Kumar, et al., 2005).

Las ulceras se originan cuando se provoca algun dafio vascular, lo que
origina isquemia de la mucosa, disminucion en el aporte de nutrientes y la
formacion de radicales libres, que como consecuencia, producen necrosis en el
tejido. La aparicion del tejido necrosado desata una respuesta inflamatoria y

todo un proceso complejo para la resolucion de la tlcera (Tarnawski, 2005).

La mayoria de los casos de ulceras duodenales se presenta entre los 20
y los 50 afios de edad, mientras que las Ulceras gastricas se presentan en
personas mayores de 40 afos. Por otro lado, se estima que cerca del 90% de
las ulceras duodenales y entre el 70 y el 90% de las Ulceras gastricas son

generadas por una infeccién por H. pylori (Waldman y Terzic, 2010).

No existen estudios epidemiolégicos en donde se reporte la frecuencia
de este padecimiento en México. Sin embargo, existen varios estudios que nos
dan una idea de lo trascendental que es ésta enfermedad en nuestro pais. Para

el 2007 las Ulceras, gastritis y duodenitis se encontraban dentro de los 5
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primeros lugares de morbilidad, con un total de 1483232 casos reportados a
nivel nacional (Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia
Epidemioldgica/SS) y para el 2008, se encontraban entre las 20 principales
causas de mortalidad general en el Distrito Federal (secretaria de Salud del
Distrito Federal/INEGI).

1.4.2.1. Ulceras inducidas por H. pylori

H. pylori juega un papel muy importante dentro de las patologias
gastricas y duodenales, como son la gastritis crénica, la Ulcera péptica,
carcinoma gastrico y linfoma gastrico MALT. La infeccion se adquiere
comunmente durante edades tempranas, pero puede persistir por décadas
(Kumatr, et al., 2005).

H. pylori es un bacilo gram negativo que se puede encontrar en forma
espiral o curvada. Esta bacteria cuenta con varias caracteristicas especiales y
factores de virulencia que le permiten colonizar el estbmago humano. Entre
ellos se encuentran sus flagelos (2-6) que le proporcionan la motilidad
necesaria para penetrar la capa de moco gastrico y alojarse en el estbmago,
especialmente en el antro. La enzima ureasa, que le permite incrementar el pH
de su microambiente para poder sobrevivir al medio acido del estomago.
Produce ademas una serie de factores de virulencia como la citosina
vacuolizante (vacA) que provoca dafio en el epitelio gastrico y adhesinas que le
permiten anclarse al epitelio de la mucosa gastrica, entre otras (Atherton, 2006;
Brown, 2000).

La infeccion por H. pylori puede incrementar la secrecion de &cido
gastrico. La fijacion de las bacterias a las células epiteliales desencadena una
respuesta inflamatoria que se caracteriza por el reclutamiento de neutrofilos y
linfocitos y la generacion de ciertos mediadores como la IL-8, los factores de
necrosis tumoral alfa, IL-1 e IL-6 que conducen al dafio en la mucosa gastrica.
Como resultado se presenta una inflamacion cronica que incrementa el

recambio de las células epiteliales y la apoptosis (Waldman y Terzic, 2010).



Las vias de transmision de esta bacteria alin no se conocen con certeza,
sin embargo existen estudios que demuestran que hay una relacion entre la
infeccion por H. pylori y las deficientes practicas de higiene, especialmente
durante la nifiez. Entre las posibles rutas de transmision se encuentran la oral-
oral, gue son mas frecuentes entre familias y poblaciones institucionalizadas y
gue incluyen la transmision por saliva, placa dental y reflujo géstrico o vomito;
la fecal-oral y la difusidon ambiental, que puede incluir la difusion de la bacteria
por el agua (Brown, 2000).

Factores como la edad y el estatus socioeconémico tienen influencia
sobre la prevalencia de la infeccién por H. pylori. También se ha observado que
la adquisicion de la bacteria se da a edades mas tempranas en paises en vias
de desarrollo (Brown, 2000).

En un estudio epidemiolégico realizado en México para determinar la
prevalencia de la infeccion por H. pylori en todo el pais, se determiné que cerca
del 66% de la poblacién es seropositiva. Ademas, se encontré que dentro de
los factores de riesgo de mayor impacto en esta poblacidon se encuentra la
edad de las personas, estimando que alrededor del 20% de la poblacién se
encuentra infectada con solo 1 afio de edad, mientras que para los 10 afios es
el 50 %. Otros factores de riesgo importantes son el bajo nivel de educacion y

el bajo nivel socioecondémico (Torres, et al., 1998).

1.4.2.2. Ulceras inducidas por AINES

La administracion de AINES, como son la aspirina o la indometacina,
pueden inducir la formacion de Ulceras al inhibir la sintesis de prostaglandinas,
interrumpiendo la via de las ciclooxigenasas. Dentro de los mecanismos de
proteccion del tracto gastrointestinal, las prostaglandinas juegan un papel
importante en el mantenimiento de la integridad de la microvasculatura de la
mucosa, la regulacion de la division celular y la secrecibn de moco y
bicarbonato (Hayllar y Bjarnason, 1995). Por lo que al inhibir la sintesis de
prostaglandinas mediante la administracion de AINES se disminuyen los

factores protectores y se incrementa la susceptibilidad de la mucosa gastrica
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para sufrir alguna lesion y llegar a la formacion de ulceras (Waldman y Terzic,
2010).

La administracion de AINES ademas de inducir la formacion de ulceras
también retarda la resolucibn de éstas al disminuir la sintesis de
prostaglandinas, ademas de disminuir la proliferacion celular, la angiogénesis y

la maduracion del tejido de granulacion (Schmassmann, et al., 1995).

1.4.2.3. Resolucién de las ulceras géastricas

El proceso de resolucién de ulceras es controlado por la expresion de
factores de crecimiento, que es inducida por respuestas inflamatorias al
producirse una lesién en la mucosa gastrica. Dentro de este proceso se lleva a
cabo la re-epitelizacion de la mucosa en el area en donde se encuentra la
lesion. Esto se lleva a cabo gracias a que las células de las glandulas cercanas
a la ulcera comienzan a proliferar y migran hacia el tejido de granulacién para
la re-epitelizacion de la superficie de la mucosa y la reconstruccién de las
glandulas gastricas. El proceso de re-epitelizacion es de gran importancia para
poder proteger al tejido de granulacién de los agentes externos que puedan
seguir dafiando el tejido y de esta manera mejorar el proceso de resolucion de
la Ulcera. El tejido de granulacion se conforma de células de tejido conectivo
proliferante y se genera desde la base de la Ulcera. En este tejido se forman
nuevos vasos sanguineos debido a que hay una induccion de la angiogénesis,
la cual es esencial para la resolucion de las Ulceras, ya que con ella se restaura
la microcirculacion de la mucosa y con ello un correcto aporte de oxigeno y
nutrientes. Posteriormente, el tejido de granulacion es reemplazado por tejido
conectivo para la formacion de una cicatriz (Tarnawski, 2005). Parte del

proceso se resolucion de Ulceras representa graficamente en la Figura 4.
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Resolucion de ulceras gastricas
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Figura 4. Representacion esquemética de la resolucion de Ulceras (Tomado y modificado de
Tarnawski, 2005)

Después del proceso de resolucion de la Ulcera el tejido puede cicatrizar
con ciertas anormalidades debidas a factores de predisposicion a la recurrencia
de la Ulcera. Algunas de estas anormalidades pueden ser un incremento en
tejido conectivo, una desorganizacion en la microvasculatura y un incremento
en la permeabilidad vascular, factores que pueden disminuir la capacidad de
defensa de la mucosa. La administracion de algunos farmacos como los
antiacidos pueden mejorar la calidad de la resolucion de las Ulceras
(Tarnawski, 2005).

1.4.2.4. Modelos de induccién de Ulceras

Es de gran importancia contar con modelos experimentales en los que
se pueda estudiar una respuesta farmacoldgica que se asemeje a la que se da
en los humanos, ya que este es el primer paso en la blsqueda de nuevos
agentes que formen parte de una tratamiento para diversos padecimientos, en

este caso, para el tratamiento de Ulceras. Existen varios modelos

-12 -



experimentales de induccion de la formacion de Ulceras gastricas en animales.

Algunos de los modelos comunmente utilizados se describen a continuacion:

1.4.2.4.1. Modelo de ulcera géastrica inducida por acido acético

Se trata de uno de los modelos de induccion de Ulcera mas utilizados por
la comunidad cientifica. En este modelo se realiza una laparotomia y se inyecta
acido acético directamente en la submucosa en la porcion glandular del
estbmago. Con este procedimiento se asegura la formacion de Ulceras
consistentes en tamafio y severidad, ademas de que, debido a sus
caracteristicas patolédgicas y el proceso de curacion, se asemejan mucho a las

Ulceras de la mucosa gastrica humana (Okabe y Amagase, 2005).

1.4.2.4.2. Modelo de induccion de Ulceras por etanol

El etanol es ampliamente utilizado para inducir la formacién de Ulceras
en modelos experimentales con animales. Las lesiones inducidas por etanol
estan relacionadas con cambios en el flujo sanguineo de la mucosa gastrica.
Altas concentraciones de etanol provocan una disminucién en el flujo
sanguineo al inducir la contraccion venosa en la mucosa y una subsecuente
dilatacion arteriolar (Masuda, 1995). La administracion de etanol actua
aumentando la sintesis de LTC,4, lo que provoca cambios en la microcirculacion

de la mucosa como son la estasis y la fuga plasmatica (Peskar, 1986).

El dafio inducido por el etanol estd mediado en gran parte por la
produccion de radicales libres, creando asi un considerable estrés oxidativo,
siendo el radical hidroxilo uno de los agentes mas importantes y el responsable
de la patogénesis del dafio generado en la mucosa gastrica (Mutoh, et al.,
1990). La administracion de etanol también estéa relacionada con una reduccion
en la concentracion de grupos sulfhidrilos, con lo que se aumenta la

susceptibilidad de la mucosa gastrica a ser lesionada (Loguercio, et al., 1993).
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1.4.2.5. Tratamientos para las Ulceras pépticas

De acuerdo a la gravedad de las Ulceras en los pacientes, como parte
del tratamiento se puede llegar a requerir una cirugia (Feldman, et al., 2002).
Sin embargo, los tratamientos para este tipo de padecimientos, basicamente
consiste en controlar la secrecién excesiva de acido gastrico, la proteccion de
la mucosa gastrica y la erradicacion de H. pylori, en caso de existir la infeccion.
Durante el tratamiento se busca el alivio del dolor, lograr la cicatrizacion de la

lesion y evitar las recaidas y complicaciones (Sweetman, 2006).

1.4.2.5.1. Inhibidores del 4cido gastrico

o Antiacidos

Los antiacidos actian aumentando el pH del estomago, al neutralizar el
acido clorhidrico gastrico e inhibiendo la actividad de la pepsina. Este tipo de
tratamientos tiene una baja eficiencia en la curacién de las Ulceras pépticas,
ademas de una falta de apego del tratamiento por parte de los pacientes, ya
gue deben ser administrados por varios dias. Algunos agentes que se usan
comunmente son el hidroxido de aluminio y el hidroxido de magnesio
(Waldman y Terzic, 2010).

o Antagonistas de los receptores Ha

Este tipo de agentes actuan disminuyendo tanto la produccion basal de
acido gastrico como la produccion de &cido estimulada por histamina,
pentagastrina y por la ingesta de alimentos. Los antagonistas receptores de H»
son analogos estructurales reversibles de la histamina, la cual es el principal
agente regulador de la secrecion de acido gastrico. Por lo que al impedir la
interaccion de la histamina con su receptor en las células de la mucosa gastrica
se inhibe la secrecion de acido. Algunos ejemplos de farmacos antagonistas de
receptores H, son la cimetidina y la ranitidina (Villalobos, et al., 2006; Waldman
y Terzic, 2010).
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o Inhibidores de la bomba de protones (IBP)

Estos farmacos también reducen la secrecion de acido gastrico, pero en
este caso se debe a una inhibicion irreversible de las bombas de H¥, K'-
ATPasa en la membrana de las células parietales, que son enzimas
responsables de la liberacion de iones hidréogeno para la secrecion del acido
gastrico. Ademés, al disminuir la acidez del estémago, los inhibidores de la
bomba de protones también disminuyen la secrecion de pepsina, con lo que
disminuye aun mas los agentes agresivos para la mucosa gastrica. Los
farmacos méas representativos de este grupo son el omeprazol, lansoprazol y

pantoprazol (Waldman y Terzic, 2010).

1.4.2.5.2. Agentes protectores de la mucosa gastrica

o Sucralfato
Se trata de un medicamento a base de sacarosa sulfatada con ocho
moléculas de sulfato de aluminio que se adhiere a la superficie de la mucosa
gastrica y la protege de agentes irritantes. Este agente estimula la secrecion de
moco y bicarbonato (agentes que contribuyen a la proteccion de la mucosa) y
se cree que puede unirse a las proteinas de las células en donde se haya
formado una ulcera estimulando la formacion de tejido de granulacion y la

angiogénesis (Villalobos, et al., 2006; Waldman y Terzic, 2010).

. Sales de bismuto

El salicilato de bismuto tiene varios efectos que ayudan en el tratamiento
de las Ulceras pépticas, entre ellas tiene cierto efecto antinflamatorio y
antiacido, inhibicion de la actividad de la pepsina, aumento en la produccion de
prostaglandinas y aumento en la secrecion de moco y bicarbonato. Se forman
complejos con el moco que recubre las zonas de la mucosa dafada, lo cual
probablemente provee proteccion frente a la agresion acidopéptica. También se
ha reportado que tiene un efecto bactericida en contra de H. pylori, debido a la
formacion de complejos de bismuto con la pared bacteriana de este
microorganismo, lo que provoca la inhibicién de ciertas enzimas de la bacteria
necesarias para la colonizacion del estdmago (Feldman, et al., 2002; Waldman

y Terzic, 2010).
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o Anélogos de prostaglandinas

Este tipo de farmacos actuan inhibiendo la produccién de pepsina y la
secrecion de acido gastrico basal y la estimulada por la ingesta de alimento.
Por otro lado, actia aumentando los mecanismos de defensa de la mucosa
gastrica, por ejemplo, aumenta la produccion de moco y bicarbonato y estimula
un correcto flujo sanguineo. El misoprostol es un ejemplo de este grupo de
farmacos, el cual es un analogo de PGE, (Villalobos, et al., 2006; Waldman y
Terzic, 2010).

o Carbenoxolona
Carbenoxolona es un derivado sintético del acido glicirrizico, del cual se
ha reportado actividad antiulcerogénica, tanto en modelos animales como en
seres humanos, sin inhibir la secrecién acida gastrica (Baron, 1977), ademas

de que actua facilitando la curacion de las Ulceras gastricas (Doll, et al., 1965).

Existen diversos estudios en donde se prueba la actividad de la
carbenoxolona, entre ellos, se ha reportado que su administracion reduce la
actividad péptica (Henman, 1970), incrementa la secrecion de moco gastrico
(Goodier, et al., 1967), incrementa el tiempo de vida de las células del epitelio
gastrico (Lipkin, 1971), incrementa la produccion de prostaglandinas (Takeuchi,
et al.,, 1998) y aumenta el flujo sanguineo de la mucosa gastrica (Guslandi,
1994).

Por lo anterior, se puede pensar que la carbenoxolona actia protegiendo
y facilitando la curacién de las Ulceras al disminuir la capacidad digestiva del
jugo gastrico e incrementando la resistencia de la mucosa gastrica (Perkins y
Vars, 1973).

1.4.2.5.3. Erradicacion de la infeccion por H. pylori

El tratamiento de primera linea (terapia triple): consiste en la
administracion de un inhibidor de la bomba de protones (IBP) y dos antibidticos,
gue pueden ser metronidazol, tetraciclina, amoxicilina o claritromicina, por un

periodo de 7 a 14 dias. La eficacia en la erradicacion de H. pylori con este
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tratamiento es de un 80%, para el 20% restante se recurre a la terapia

cuadruple.

Tratamiento de segunda linea (terapia cuadruple): se administra un
inhibidor de la bomba de protones, dos antibiéticos diferentes a los de la terapia

triple y sales de bismuto (Gisbert, 2011).

Para la eleccion de los antibidticos en este tipo de terapias debe
considerarse el indice de resistencia bacteriana para cada antibiotico en cada
poblacion. Los IBP ademas de proteger la mucosa gastrica debido a la
disminucién de la secrecién &cida también optimizan la actividad de los
antibidticos al generar un ambiente con un pH mas adecuado (Waldman y
Terzic, 2010).

Los tratamientos tanto para la erradicacion de H. pylori como para la
curacion de las ulceras son muy largos y pueden durar desde una a ocho
semanas. Esto se traduce en la administracion de una gran cantidad de
medicamentos, de dinero invertido y en ocasiones la aparicion de efectos
secundarios e incluso acciones contrarias a las deseadas. El interés por
mejorar la eficacia y la disminucion de los efectos secundarios y el costo de
estos tratamientos ha aumentado el interés por la busqueda de nuevos agentes
gque puedan ayudar o incluso reemplazar los tratamientos ya existentes. La
busqueda de estos agentes dentro de los productos naturales, especialmente

en las plantas ha tomado gran importancia (Bucciarelli y Skliar, 2007).

1.5. Uso de productos naturales

El uso de plantas para el tratamiento de problemas de la salud es una
practica que se ha dado en todo el mundo. En México, el uso de plantas
medicinales es una actividad ampliamente difundida, entre las especies
utilizadas para el tratamiento de padecimientos gastrointestinales se encuentra

Cyrtocarpa procera (Argueta, et al., 1994).
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1.5.1. Uso de Cyrtocarpa procera

Cyrtocarpa procera Kunth, pertenece a la familia Anacardiaceae (Tabla
1) comunmente llamada chupandilla o copalcojote, se trata de un arbol
originario de México de aproximadamente 6 m de altura, se encuentra
distribuido principalmente en los estados de Nayarit, Jalisco, Michoacan,

México, Puebla, Morelos, Guerrero y Oaxaca (Argueta, el al., 1994).

Tabla 1. Informacion taxondmica de C. procera

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Cyrtocarpa
Especie Cyrtocarpa procera

La corteza de C. procera es utilizada como parte de la medicina
tradicional mexicana, tiene una gran variedad de usos, que van desde el
tratamiento de padecimientos del aparato digestivo, como son la diarrea y
disenteria, hasta para lograr una mejor cicatrizacion en heridas y llagas. Estos

usos varian de acuerdo a la region.

No solo se administra via oral, sino que se recomienda masticarla para

tratar el dolor de muelas y para curar la tos (Argueta, et al., 1994).

Para el tratamiento de las enfermedades del rifiébn se prepara un té con
la corteza de chupandilla, combinada con biznaga (Ferocactus latispinus) y
cuachalalate (Amphipterygium adstringens) y se toma frio como agua de tiempo
(Canales, et al., 2005).

También es utilizada con fines alimenticios, ya que esta especie genera
un fruto llamado “chupandia” (Pérez-Negron y Casas, 2007; Blanckaert, et al.,
2004).
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1.5.1.1. Estudios sobre C. procera. Fitoquimica y actividades

microbioldgicas y farmacoldgicas

Existen varios estudios realizados a partir de extractos de diversa

polaridad de la corteza de C. procera.

Rodriguez-Lépez y colaboradores (2003) reportaron que el extracto
CHCI3:MeOH (1:1) posee una baja actividad espasmolitica sobre las
contracciones espontaneas en ileon de rata con una concentracion inhibitoria
media (ICsp) de 262.7+15.0 pg/mL.

Canales y colaboradores (2005) analizaron la actividad antibacterial del
extracto metanolico de la parte aérea de C. procera, reportando los siguientes
valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) contra: Staphylococcus
aureus (CMI = 1.5 mg/mL), Staphylococcus epidermidis (CMI = 1.0 mg/mL),
Bacillus subtilis (CMI = 1.5 mg/mL), Vibrio cholerae (CMI = 1.5 mg/mL), Vibrio
cholerae aislada a partir de agua (CMI = 1.5 mg/mL) y Shigella boydii (CMI =
0.125 mg/mL).

Rodriguez-Lépez y colaboradores (2006) trabajaron con los extractos de
hexano, diclorometano y acetona, reportando que los tres extractos tienen una
toxicidad significativa en un modelo con Artemia salina, con una concentracion
letal media (CLsp) de 0.21, 2.31 y 22.75 pg/mL, respectivamente. En el mismo
trabajo también identificaron diversos compuestos a partir de los extractos de
hexano y diclorometano. Estos compuestos fueron B-sitosterol, 1,3-propil-
dipentadecanoato, 3-hidroxipropil-9-octadecenoato, pentadecil benceno, eicosil

benceno, docosano, heptacosano, dotriacontano y 2,6,10-trimetil tetradecano.

Castillo-Juarez y colaboradores (2009) probaron la actividad
anti-H. pylori del extracto acuoso y metanolico de la corteza de C. procera,

dando como resultado una CMI de 250 pg/mL y >500 pug/mL, respectivamente.

Rosas-Acevedo y colaboradores (2011) determinaron la actividad

antiulcerogénica de extractos obtenidos de la corteza normal y regenerada
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(tomada de arboles cuya corteza habia sido cortada anteriormente) de
C. procera. Demostraron que los tres extractos que utilizaron (hexano, acetato
de etilo y metanol) tienen actividad antiulcerogénica en un modelo de dafio
gastrico inducido por etanol en ratas, siendo el de mejor actividad el extracto
metandlico, con un DEsp de 45.54 mg/kg y 36.68 mg/kg para los extractos
obtenidos de corteza normal y regenerada, respectivamente. Ademas, a partir
del extracto hexanico aislaron B-amirina, B-sitosterol y una mezcla de acidos

grasos no identificados.

1.5.1.2. Antecedentes directos

Dentro del laboratorio en donde se realiz6 esta investigacion se ha
estudiado a C. procera desde un punto de vista integral, evaluando varios
pardmetros farmacoldgicos que pudieran dar indicio de que esta especie
pudiera ser considerada como candidata para el desarrollo de una terapia
integral para el tratamiento de enfermedades como la gastritis y la Ulcera
gastrica, sin importar que la etiologia de estos padecimientos fuera bacteriana

O no.

Estos estudios han incluido los efectos anti-H. pylori, anti-ulcerogénico y
anti-edematogénico de cinco extractos de diferente polaridad, Hexano (HX),
diclorometano (DM), diclorometano-metanol [1:1] (DM-MET), metanol (MET) y
acuoso (AQ) de la corteza de C. procera, determindndose ademas su toxicidad

aguda(Escobedo-Hinojosa, et al., 2012).

Los resultados de estas evaluaciones han mostrado que ninguno de los
extractos resulto ser toxico (DLsp>5000 mg/kg) de acuerdo al protocolo utilizado

(método de Lorke).

Los cinco extractos presentaron actividad anti-H.pylori, en un modelo de
diluciéon en medio liquido. El extracto con mejor actividad fue HX con una CMI
de 7.8 pg/mL, seguido del extracto DM con CMI de 15.6 pg/mL y los extractos
de DM-MET y MET, ambos con CMI de 62.5 pg/mL. El extracto con menor
actividad fue AQ (CMI = 125 pg/mL).
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La actividad anti-edematogénica se determino utilizando el modelo de
edema inducido por TPA en oreja de ratdén, en el que nuevamente el extracto
hexanico resulté ser el mas activo con una DEsp = 1.75 mg/oreja; el resto de los
extractos no presentaron actividad considerable (DEsp>1 g/mL para los
extractos DM-MET, MET y AQ y DEso>3 g/mL para el extracto DM).

Para la determinacion de la actividad antiulcerogénica se utilizo el
modelo de Ulcera aguda inducida por etanol absoluto en ratén. Los extractos
HX, MET y AQ presentaron actividad de manera dosis dependiente. Esta vez el
extracto MET fue el que presentd la mejor actividad gastroprotectora (DEsp =
0.53 mg/kg), seguido por el extracto HX (DEsy = 1.06 mg/kg), sin embargo, el
extracto acuoso solo presentd una mediana actividad (DEsp = 11.30 mg/kg) y

los extractos DM y DM-MET no presentaron actividad (DEso> 300 mg/kg).

Complementando los resultados de la actividad antiulcerogénica, el
analisis histopatologico demostré que la integridad de la mucosa gastrica se
preserva casi por completo al ser tratada con el extracto MET, que fue el
extracto que mostro la mejor actividad antiulcerogénica. Se sugiere ademas
gue la administraciéon del extracto MET y AQ producen un aumento en la
produccion de moco neutro en la mucosa, originado probablemente por un
aumento en la produccion de prostaglandinas (Escobedo-Hinojosa, et al.,
2012).

Debido a que el extracto metandlico de C. procera presenté una muy
buena actividad antiulcerogénica y que tiene un rendimiento de extraccion
aceptable, se decidid continuar con su estudio y ahondar sobre el efecto que
ejerce sobre la mucosa gastrica, al tratar de encontrar su posible mecanismo
de gastroprotecién, asi como su actividad en la resolucion de las Ulceras

gastricas.
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2. Hipotesis

Tomando en cuenta todos los ensayos realizados de la corteza de

C. procera, especialmente los resultados reportados sobre la actividad

gastroprotectora del extracto metandlico se plantearon las siguientes hipotesis:

Considerando que la sintesis de prostaglandinas endégenas, Oxido
nitrico, grupos sulfhidrilos y la apertura de canales de potasio
dependientes de ATP son factores que tienen un gran impacto dentro
del mecanismo de proteccion de la mucosa gastrica, es probable que
alguno o varios de estos factores estén relacionados con la actividad

gastroprotectora del extracto metandlico.
Si el extracto metandlico activa o favorece la actividad de los

mecanismos de proteccion de la mucosa gastrica, es probable que

también acelere el proceso de resolucion de Ulceras gastricas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Estudiar el mecanismo de gastroproteccion y el efecto en la resolucién

de Ulcera gastrica del extracto metandlico de la corteza de C. procera.

3.2.  Objetivos particulares

Para poder cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

e Evaluar el papel que tienen las prostaglandinas, el 6xido nitrico, los
grupos sulfhidrilos y los canales de potasio dependientes de ATP en el
mecanismo de gastroproteccion, utilizando un modelo de Ulcera aguda

inducida por etanol absoluto en raton.

e Determinar la toxicidad subaguda del extracto, en un modelo de raton.

e Evaluar el efecto del extracto en un modelo subagudo de resolucién de

Ulcera gastrica inducida por etanol absoluto en raton.

e Realizar un fraccionamiento primario del extracto metandlico y evaluar la
actividad gastroprotectora y anti-H. pylori de las fracciones obtenidas en
busqueda de efectos que favorezcan el mantenimiento de la integridad

de la mucosa gastrica.
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4. Metodologia

4.1. Obtencién del material vegetal

La corteza de C. procera fue recolectada en marzo del 2010, en el
municipio de Jojutla, Morelos, en la localidad del Higuerén. La corteza fue
identificada por la Maestra Rosa Maria Fonseca Juarez de la Facultad de
Ciencias, UNAM y se depositaron dos especimenes en el Herbario de la
Facultad de Ciencias a los cuales se les asignaron los nimeros de Boucher
125630 y 125636.

4.2. Obtencién, cuidado y manejo de los animales

Se utilizaron ratones CD-1 machos, de entre 20 a 25 g para los
experimentos de toxicidad y de 30 y 45 g para los experimentos de
gastroproteccién y resolucién de Ulcera, provenientes del Bioterio de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Los ratones se adecuaron al ambiente y
alimento por 5 dias antes de la realizacion de cada ensayo, en los que
permanecieron con disponibilidad de alimento (dieta estandar para roedores) y

agua ad libitum, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas.

Todos los procedimientos en los que fueron utilizados animales dentro
de este trabajo fueron realizados en conformidad a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) con las especificaciones técnicas para el cuidado y
manejo de animales de laboratorio y aprobados por el comité de ética animal

local.
Ademas, los ensayos fueron planeados de tal manera que en cada uno
se utilizara el menor nimero de animales posible y reducir al minimo su

sufrimiento.

El nimero de animales utilizados fue diferente dependiendo del tipo de

ensayo realizado, variando desde 8 a 20 ratones por grupo (n=8-20).
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4.3. Tratamientos

Todos los farmacos utilizados, es decir, carbenoxolona, indometacina, éster
metilico de la nitro-L-arginina (L-NAME), N-etiimaleimida (NEM) vy

gliblenclamida fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Los tratamientos para todos los ensayos fueron preparados justo antes

de su administracion, en un volumen de 10mL/kg-r.

4.4. Preparacion del extracto metanolico de C. procera

La corteza se corté en trozos pequefios y se dejo secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, fue molida utilizando un molino manual. Se tomaron
1.5 kg de corteza de C. procera seca y finamente molida y se realiz6 una
extraccion con 9 L de metanol mediante maceracion a temperatura ambiente
por dos dias. El procedimiento de maceracion se realizé 5 veces con el mismo
material vegetal. El extracto fue filtrado para eliminar los restos de la corteza y
se redujo su volumen con un evaporador rotatorio a presion reducida y una
temperatura aproximada de 40° C, para después continuar con la eliminaciéon
del disolvente a presion y temperatura ambiente hasta quedar completamente

seco Yy se obtuvo su rendimiento.

4.5. Induccion de la formacion de dlceras (gastricas.
Determinacion del efecto gastroprotector del extracto

metandlico de C. procera

Para la induccion de la formacion de Ulceras se utilizo el método descrito
por Robert en 1979, con algunas modificaciones. Los ratones fueron sometidos
a un ayuno de 24 horas en jaulas separadas, con libre acceso a agua y piso de

malla elevado, para evitar coprofagia.

Se dividieron en varios grupos a los cuales se les administré solucion
salina como control negativo, carbenoxolona (50 mg/kg) como control positivo y
el extracto metandlico a diferentes dosis (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 y 100 mg/kg).
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Una hora después se les administré etanol absoluto (7 mL/kg) para inducir la
formacion de las Ulceras gastricas. Trascurridas una hora y media después de
la induccion de las ulceras, los ratones fueron sacrificados en camara de CO»,
su estomago (Figura 5) fue insuflado con solucidon salina (Figura 6A y 6B) y

posteriormente extirpado (Figura 6C y 6D).

Continuacién
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Figura 5. Regiones del estomago de ratén

Los estomagos fueron fijados con formol al 10% durante 15 minutos, se
abrieron por la curvatura mayor (Figura 6E) y fueron colocados entre dos
placas de vidrio para examinar el dafio en la mucosa gastrica (Figura 6F). Se
midié el area de las lesiones visibles macroscopicamente en milimetros
cuadrados utilizando el software ImageJ® y se determiné el indice de Ulcera
como la sumatoria de todas ellas, para cada individuo de experimentacion. Con
el indice de ulcera promedio de cada grupo experimental se calculd el

porcentaje de gastroprotecciéon con la siguiente férmula:
%Gp = [(IU grupo control) — (IU grupo experimental)] / (IU grupo control) x 100

Siendo %Gp el porcentaje de gastroproteccion e IU el indice de Ulcera.
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Figura 6. Procedimiento para la extirpacion del estbmago de ratén para la evaluacion del
mecanismo gastroprotector, el modelo de resolucion de Ulcera géastrica y el andlisis histolégico.
(A) Se hace una incisién en la cavidad abdominal para localizar el estémago. (B) Se hace una
atadura por el duodeno y con una cénula se insufla el estémago con formol al 10%. (C) El
estdmago se extrae cortando por el eséfago. (D) Se corta el tejido proveniente del eséfago y
duodeno sobrantes. (E) El estbmago se corta por la curvatura mayor y se lava con solucion
salina. (F) El estbmago se extiende para exponer la mucosa gastrica y poder determinar el
indice de Ulcera para la evaluacién del mecanismo gastroprotector y el modelo de resolucién de
Ulcera gastrica. (G) Se corta la parte glandular del estbmago, de la cual (H) se separan

secciones para hacer el analisis histoldgico.
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4.6. Evaluacion del mecanismo gastroprotector del extracto

metandlico de C. procera

Los ratones se sometieron a un ayuno de 24 horas. Después del ayuno
recibieron un pretratamiento para evaluar la participacion de ciertos
mecanismos de defensa de la mucosa gastrica en el efecto gastroprotector del
extracto metandlico. Se administré el vehiculo de los pretratamientos como
control negativo; Indometacina (10 mg/kg, en 5 mM NaHCO3; en solucién
salina, SC) para evaluar el papel de las prostaglandinas enddégenas; L-NAME
(10 mg/kg, en solucién salina, IP) para evaluar el papel del 6xido nitrico
endégeno; NEM (1 mg/kg, en solucion salina, SC) para evaluar el papel de los
grupos sulfhidrilos; o Glibenclamida (5 mg/kg, en solucién salina, IG) para

evaluar el papel de los canales de potasio dependientes de ATP.

Media hora después del pretratamiento se administré solucion salina
(control negativo), carbenoxolona (50 mg/kg) o el extracto metandlico (100

mg/kg) por via intragastrica.

Después de una hora se indujeron las lesiones en la mucosa gastrica
administrando etanol absoluto (7 mL/kg) y una hora y media después los
ratones se sacrificaron en camara de CO,. Se extirparon los estomagos y se

determiné el indice de Ulcera tal y como se describié anteriormente.

4.7. Evaluacion de la toxicidad subaguda del extracto metandlico

de C. procera

Durante todo el ensayo los ratones se conservaron a temperatura

ambiente con ciclos de luz de 12 horas y alimento y agua ad libitum.

Los ratones fueron divididos en 4 grupos, tres de los cuales fueron
administrados con el extracto y un grupo control. Los tratamientos fueron
administrados una vez al dia por un periodo de 20 dias, por via intragastrica.
Se administraron 3 dosis distintas del extracto metandlico, 10, 100 y 1000

mg/kg y al grupo control le fue administrado el vehiculo (solucién salina).
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Durante los 20 dias del ensayo se obtuvo el peso de los ratones diariamente y
se observo su apariencia fisica y su comportamiento en busca de evidencias de
toxicidad, como son cambios en la apariencia del pelaje, estimulacion, apatia o

muerte.

La mitad de los ratones de cada grupo fue sacrificada después de los 20
dias de administracion de los tratamientos, la otra mitad se siguid observando
durante los 15 dias posteriores al término de la administracién de tratamientos,

en busca de signos de toxicidad.

Después de transcurrido el tiempo de observacién de cada grupo, los
ratones se sometieron a un ayuno de 24 horas y fueron sedados con
Pentobarbital sédico, a una dosis de 63 mg/kg, para realizar una puncion
cardiaca. La mitad de la sangre, obtenida con heparina, se utilizé6 para la
determinacion de parametros hematoldgicos. Las muestras de sangre se
mandaron los Laboratorios de Diagnéstico Veterinario Alhambra para su
analisis. Con la sangre restante (sin heparina) se obtuvo el suero para la
realizacion de un analisis bioquimico. Estos analisis fueron llevados a cabo por
la Dra. Rebeca Milan Chavez del Laboratorio de Metabolismo y Fisiologia del
Embarazo de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Posteriormente, algunos de los érganos internos de los ratones (cerebro,
corazon, pulmones, timo, higado, estdmago, rifiones, glandulas adrenales,
vaso, intestino, testiculos) fueron extirpados para ser pesados como otro
parametro toxicolégico y se determiné el peso relativo de los 6rganos, que se

calculo con la siguiente formula:

Peso relativo = ( Peso del 6rgano / Peso corporal ) x 100

El higado, vaso, rifiones, intestino y estdbmago fueron sometidos a un

analisis histoldgico.
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4.8. Modelo de resolucidon de ulcera gastrica

Los ratones fueron sometidos a ayuno de 24 horas. Se les administrd
etanol absoluto (7 mL/kg) para inducir la formacion de ulceras gastricas y

después de dos horas se les permitié ingerir comida y agua ad libitum.

Los individuos de experimentacion se dividieron en grupos a los que se
les administré solucién salina como control negativo, carbenoxolona (50 mg/kg)
como control positivo y el extracto metandlico (100 mg/kg) y se administraron

una vez al dia en periodos de 5, 10, 15y 20 dias.

Después del tiempo transcurrido en cada periodo, los ratones de cada
grupo fueron sacrificados en camara de CO, y se extirparon los estbmagos

para determinar el indice de Ulcera.

4.8.1. Determinacién de manifestaciones toxicas dentro del ensayo
de resolucién de ulcera géastrica del extracto metandlico de

C. procera

Durante la realizacion del modelo de resolucién de ulcera gastrica se
buscaron signos de toxicidad en los individuos de experimentacion, para poder
detectar si la administracion consecutiva de extracto metandlico estaba
provocando algun efecto en los ratones que pudiera afectar el resultado del

ensayo.

Durante los 20 dias de la realizacion de este modelo el peso corporal,
cambios en la apariencia fisica y cambios en la conducta fueron monitoreados
diariamente. Después de haber concluido con el modelo de resoluciéon de
Ulcera gastrica se extirparon varios organos de cada individuo experimental
(higado, rifiones, vaso, intestino delgado e intestino grueso) y fueron
analizados por técnicas histolégicas para hacer una comparacién entre los
grupos administrados con carbenoxolona y el extracto metandlico contra el

grupo control.
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4.8.2. Analisis histoldgico

Los dérganos que fueron sometidos a la técnica histologica fueron los
estbmagos del modelo de resolucién de Ulcera gastrica y varios organos del
ensayo para la determinacién de toxicidad sudaguda (higado, vaso, rifiones,
intestino), todos ellos provenientes de ratones tratados con el extracto
metandlico, asi como los controles positivos, negativos y sin tratamientos de

cada ensayo.

Inmediatamente después de la obtencién de cada érgano, se fijaron en
formol al 10% amortiguado. La técnica histolégica se solicité en el Laboratorio
de Histologia del Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de
Medicina, UNAM, en donde se realiz6 el tren de deshidratacion, infiltracion,

inclusion en parafina, los cortes al micrétomo vy las tinciones del tejido.

Para el analisis de los cortes histolégicos de los estbmagos de cada
ensayo se realizaron dos tinciones distintas (hematoxilina y eosina y é&cido
periédico de Shiff o PAS por sus siglas en inglés), mientras que para los
organos del ensayo de toxicidad subaguda (higado, vaso, rifiones, intestino
delgado e intestino grueso) solamente se realizé una tinciébn por hematoxilina y
eosina. Posteriormente, el analisis de los cortes fue realizado por microscopia

de luz.

4.9. Fraccionamiento del extracto metandlico de C. procera

Se realizé un fraccionamiento por cromatografia en columna abierta
utilizando 260 g de silica gel 60 (0,063-0,200 mm) a partir de 28 g del extracto.
Se utilizaron diversos sistemas de elucion de polaridad creciente, empezando
por hexano y siguiendo con acetato de etilo, acetato de etilo-metanol (1:1),
etanol y hasta etanol al 70%. Las fracciones se recolectaron dependiendo del
cambio de polaridad y apariencia fisica de las mismas, obteniendo un total de
13 fracciones. El volumen de las fracciones fue reducido con un evaporador
rotatorio a una temperatura aproximada de 40° C y posteriormente, se dejaron

secar completamente a temperatura ambiente.

-31-



Se realizé un analisis por cromatografia en capa fina para comprobar las
diferencias en la composicion metabdlica de las fracciones obtenidas. Se
probd, ademas, su actividad gastroprotectora, todas ellas a una dosis de 100

mg/kg, tal y como se describié anteriormente y se probd su actividad anti-H.

pylori.

4.9.1. Determinacion de la actividad anti-H. pylori

Para evaluar la actividad del extracto metandlico integro y de las
fracciones primarias se empled el método de dilucion en medio liquido para
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) que se define como la
concentracion mas baja de un agente especifico que es capaz de inhibir el
crecimiento de un microorganismo. Para validar los resultados se utilizaron
como antibiéticos de referencia metronidazol, claritromicina y amoxicilina
(Castillo-Juarez, et al, 2009; Sensakovic y Smith, 2001).

Se prepar6 un cultivo de la cepa de referencia ATCC 43504 de H. pylori
en medio Muller-Hinton broth con -ciclodextrina al 2%, vancomicina (10 mg/L),
trimetoprima (5 mg/L), anfotericina B (2 mg/L) y polimixina B (2.5 mg/L), el cual
se incubo a 37° C, con agitacion a 150 rpm y bajo condiciones microaerofilicas
(10% de CO,) hasta que la bacteria alcanzé su fase exponencial de crecimiento
(~ 10° UFC/mL). El extracto metandlico integro, las 13 fracciones o los
antibioticos de referencia, disueltos en 10 yL de dimetilsulféxido (DMSO), se
afiadieron a 1.5 mL del cultivo de H. pylori en placas de cultivo de 24 pozos.
Justo después de la administracion de los tratamientos se determiné la
absorbencia del cultivo (a 660 mn). Posteriormente, se incubaron por un
periodo de 24 horas bajo las condiciones antes descritas y se determino
nuevamente la absorbencia para determinar el crecimiento de la bacteria con

cada uno de los tratamientos.
El porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano se determiné

comparando el efecto que ejercieron cada uno de los tratamientos contra el

control negativo (crecimiento solo con DMSO) utilizando la siguiente formula:
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% IC = 100 — { [ (ATf - ATi) / (ACf - ACi) ] x 100 }

Donde % IC se refiere al porcentaje de Inhibicion de crecimiento, ATfy
ATi es la absorbencia del cultivo con el tratamiento en el tiempo inicial y final,

respectivamente y AC la absorbencia del control negativo.
4.10. Analisis estadistico

Los resultados que se reportan se refieren al promedio + error estandar
de la media (EEM) de grupos desde 6 a 24 individuos de experimentacion por
grupo, dependiendo del ensayo realizado. El analisis estadistico fue realizado
mediante un analisis de varianza y una comparacion multiple de medias de
Dunn para detectar los grupos con diferencias estadisticamente significativas

(valores de p<0.05) utilizando el programa estadistico Prisma 5.0°.
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5. Resultados y discusion

C. procera (Anacardiaceae) es utilizada dentro de la medicina tradicional
mexicana como tratamiento para diversos padecimientos, entre ellos, los
gastrointestinales (Argueta, el al., 1994). A la fecha, existen algunos estudios
gue han explorado diferentes propiedades de extractos obtenidos de la corteza
de esta planta, como la actividad espasmolitica (Rodriguez-Lopez, et al., 2003),
la antiedematogénica (Escobedo-Hinojosa, et al., 2012), la antiulcerogénica
(Escobedo-Hinojosa, et al., 2012; Rosas-Acevedo, et al, 2011) y la
antibacteriana (Canales, et al., 2005), dentro de las que se puede destacar la
actividad anti-H. pylori (Castillo-Juarez et al., 2009, Escobedo-Hinojosa, et al.,

2012), al tratarse del principal agente causal de las Ulceras pépticas.

En particular, se ha reportado una muy buena actividad antiulcerogénica
del extracto metandlico de C. procera (Escobedo-Hinojosa, et al., 2012; Rosas-

Acevedo, et al., 2011), similar a la de los compuestos puros de referencia.

Por otra parte, la corteza de Amphipterygium adstringens, conocida
comunmente como cuachalalate, que pertenece a la misma familia
(Anacardiacea), es reconocida por poseer propiedades gastroprotectoras, y de
la cual se han aislado algunos compuestos con propiedad antiulcerogénica
(Arrieta, et al., 2003; Navarrete, et al., 1990; Navarrete, et al., 1998), razén por
la que, considerando el criterio quimiotaxonémico podria ser posible que
C. procera y A. adstringens compartan compuestos activos o bien, posean

compuestos de estructura o actividad semejantes.

Tomando en cuenta estos antecedentes, el propdsito de este estudio fue
tratar de elucidar el mecanismo del ya conocido efecto gastroprotector del
extracto metandlico de C. procera. Por otro lado, se pretendia determinar si su
efecto va mas alld de proteger la mucosa gastrica de un dafio agudo,
favoreciendo la resolucion de un proceso ulceroso prexistente y acelerando el
proceso de curacion de las Ulceras gastricas. Ademas, se tratdo de reducir la

complejidad del extracto mediante un fraccionamiento primario como el inicio
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de la busqueda y aislamiento de el o los compuestos responsables de la

actividad gastroprotectora del extracto metandlico.

5.1. Preparacién del extracto metandlico de C. procera

A partir de 1520 g de corteza seca y finamente molida de C. procera, se
obtuvieron 431 g de extracto metandlico, su apariencia fisica, es la de un polvo
rojizo (Figura 7). El rendimiento de esta extraccion resulté ser del 28.3% vy el
material obtenido fue suficiente para la realizacion de los experimentos con los
modelos animales, ya que, generalmente, se utliza una gran cantidad de

extracto para la realizacion de este tipo de ensayos.

Figura 7. Preparacion del extracto metandlico de C. procera. (A) Apariencia del arbol después
de ser descortezado. (B) Corteza de C. procera en trozos pequefios. (C) Corteza molida (D)
Proceso de maceracion de la corteza con metanol. (E) Extracto metanélico aun con disolvente.

(F) Extracto metandlico seco.
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Rosas-Acevedo y colaboradores en 2011 realiz6 un trabajo con
C. procera, dentro del cual obtuvo un extracto metandlico mediante maceracion
a temperatura ambiente y en el que reporta un rendimiento de la extraccion de
13.72%. Por otro lado, Escobedo-Hinojosa y colaboradores en 2012 reportd un
rendimiento similar (13.22%). Al comparar estos resultados con el obtenido en
este trabajo (28.3%) se puede notar que es menos de la mitad del rendimiento.
Esta diferencia se puede deber a varios factores, entre ellos se debe tomar en
cuenta que tan exhaustiva es la extraccion, la época de recolecta de la corteza,
el tiempo de maceracién, la calidad del material vegetal y la proporcion de

disolvente-material vegetal utilizados.

5.2. Determinacion del efecto gastroprotector del extracto

metanolico de C. procera

Inicialmente, se evalud la actividad antiulcerogénica del extracto
metandlico obtenido, con la finalidad de comparar el efecto gastroprotector del
mismo con el previamente reportado en la literatura (Escobedo-Hinojosa, et al.,
2012; Rosas-Acevedo, et al.,, 2011). Para lo cual, se determin6 su dosis
efectiva media (DEso) en el modelo de Ulcera aguda inducida por etanol
absoluto en raton. De manera paralela, también se determiné éste valor para el
farmaco de referencia carbenoxolona, debido a que, a pesar de ser un
compuesto frecuentemente usado como control positivo en esta clase de
experimentos, no se encontré en la literatura el valor de DEso para el modelo

que utilizariamos.

El modelo de induccion de Ulceras gastricas con etanol absoluto es un
procedimiento ampliamente empleado para la evaluacion de diversos agentes

antiulcerogénicos, incluyendo los provenientes de productos naturales.

Para la administracion intragastrica del extracto metanolico se empled
solucion salina como vehiculo. Dicho disolvente se eligié por ser el mas
adecuado para la administracion de un agente por via intragastrica, sin

embargo, este extracto no se solubiliza por completo en este disolvente, sino
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gue queda en forma de suspension, la cual no generd ningun problema para su

administracion.

Los individuos de experimentacion pertenecientes al grupo control
(administrado con solucién salina), después de la administracion de etanol
absoluto, desarrollaron una gran cantidad de lesiones necrosantes en la
mucosa gastrica. La administracion del extracto metanolico disminuyo el dafio
provocado por el etanol absoluto en la mucosa gastrica de manera dosis
dependiente (Tabla 2 y Figura 8), con una DEsp de 0.71 mg/kg (Intervalo de
confianza [IC] = 0.35 - 1.07).

Por otro lado, el control positivo de referencia carbenoxolona también
produce una respuesta dosis dependiente y desde dosis muy bajas se puede
observar su efecto gastroporotector (Tabla 3 y Figura 9), la DEsg calculada para
la misma result6 ser de 0.30 mg/kg (IC =0.07 - 1.17).

Tabla 2. Efecto gastroprotector del extracto metandlico a diferentes dosis

Extracto metandlico indice de ulcera % Gastroproteccion
(mg/kg) (mm?)
0.1 13.70+1.10 31.08 £ 5.55
0.5 13.43 £ 0.50 32.41 +2.53
1.0 6.59 + 0.96 66.85 + 4.83
5.0 6.27 £ 1.50 68.44 + 7.54
10.0 6.26 +0.88 68.48 + 4.42
50.0 7.06 £1.20 64.46 = 6.07
100.0 7.01+£0.73 64.71 + 3.69

Los resultados se presentan como el promedio £ EEM, con n = 8.
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Figura 8. Efecto antiulcerogénico del extracto metandlico en un modelo de Ulcera gastrica
aguda inducida por etanol absoluto en ratén. Se probd la actividad del extracto metandlico
(MET) a diferentes dosis y carbenoxolona (CAR) a una dosis de 50 mg/kg como farmaco de
referencia y se compararon contra el control negativo [C(-)] administrado, solucion salina. Los
resultados se presentan como el promedio + EEM, con n = 8. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistié en un analisis de varianza seguido de

una comparacion multiple de medias de Dunn.

Tabla 3. Efecto gastroprotector de carbenoxolona a diferentes dosis

Carbenoxolona indice de ulcera % Gastroproteccion

(mg/kg) (mm?)
0.1 15.51 £ 2.50 21.97 +12.59
0.5 8.64 +1.90 56.53 + 9.56
1.0 8.46 +£1.49 57.43 +7.48
5.0 5.70+2.10 71.32 £10.58
10.0 6.54 +1.11 67.10 £ 5.59
30.0 4.07 £0.92 79.53 +4.64
50.0 4.87 +0.89 7549 +4.47
100.0 3.00 £0.85 84.90 + 4.25
150.0 2.50+0.53 87.42 +2.69

Los resultados se presentan como el promedio + EEM, con n = 8.
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Figura 9. Efecto gastroprotector de la carbenoxolona a diferentes dosis en un modelo de Ulcera
gastrica aguda inducida por etanol absoluto en ratén. Se probd la actividad de carbenoxolona a
diferentes dosis Los resultados se presentan como el promedio + EEM, con n = 8. * p < 0.05;
**p < 0.01; *** p = 0.001; el analisis estadistico realizado consistié en un analisis de varianza

seguida de una comparacion multiple de medias de Dunn.

Los resultados obtenidos, después de probar la actividad
gastroprotectora del extracto metandlico a diferentes concentraciones,
corroboraron su comportamiento dosis dependiente, sin embargo, la actividad
gastroprotectora del extracto se mantiene constante desde 1 mg/kg hasta la

dosis més alta probada, es decir 100 mg/kg.

La DEso obtenida para el extracto metandlico (DEsp = 0.71 mg/kg) se
asemeja bastante al reportado por Escobedo-Hinojosa y colaboradores en
2012 (0.53 mg/kg), en el que se utiliza el mismo modelo de estudio que se
empled en este trabajo. No obstante, al comparar este resultado con el
reportado por Rosas-Acevedo y colaboradores en 2011, que obtuvo una DEsg
de 45.54 mg/kg, se observa una diferencia considerable, debida probablemente
a las diferencias dentro del procedimiento experimental utilizado, incluyendo la

utilizacién de ratas como individuos experimentales.
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Es interesante comparar la actividad gastroprotectora del extracto
metandlico de C. procera con el correspondiente de la especie A. adstringens,
conocida comunmente como cuachalalate y cuya corteza es el producto natural
mas empleado para el tratamiento de Ulceras dentro de la medicina tradicional
mexicana (Navarrete, et al, 1990). En un estudio realizado por Navarrete y
colaboradores en 1998, utilizando un modelo de induccién de Ulcera gastrica
con etanol en ratas, se determiné alrededor del 15% de gastroproteccion del
extracto metandlico de A. adstringens a una dosis de 100 mg/kg, que,
comparado con el porcentaje de gastroproteccion del extracto metanodlico de

C. procera, 64.7% a 100 mg/kg, se denota claramente su mejor actividad.

El efecto gastroprotector que tiene la administracion tanto del extracto
metandlico como de la carbenoxolona, puede observarse de manera
macroscopica y a simple vista en los estbmagos de los ratones (Figura 10). La
ulceracion inducida por etanol absoluto en este modelo se denota por la
aparicion de lesiones hemorragicas que pueden aparecer por toda la mucosa

gastrica.

La administracion del extracto metandlico disminuye el nimero y la
longitud de Ulceras gastricas inducidas por etanol absoluto de manera
significativa, comparado con el grupo control, al cual solo se le administro el
vehiculo de los tratamientos (solucion salina). Algo muy similar sucede en el
caso de la administracion de Carbenoxolona en donde el dafio inducido por

etanol absoluto se ve claramente disminuido.
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Figura 10. Fotos representativas del dafio inducido por etanol absoluto en la mucosa géstrica
de raton y de la actividad gastroprotectora del extracto metandlico y de la carbenoxolona.
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5.3. Evaluacion del mecanismo gastroprotector del extracto

metandlico de C. procera

A pesar de que la mayoria de los casos de Ulcera gastrica es de
etiologia bacteriana, es decir, que se desarrolla a consecuencia de la infeccion
por H. pylori, existen varios factores que son reconocidos como factores de
predisposicion de este padecimiento, como son el estrés, el uso cronico de
AINES, el excesivo consumo de alcohol, entre otros, y generalmente se cree
gue es el resultado de un desequilibrio entre factores agresivos y aquellos
encargados de mantener la integridad de la mucosa gastrica (Bucciarelli y
Skliar, 2007).

Por lo que para prevenir la formacion de las Ulceras gastricas
basicamente se busca un agente que pueda actuar reduciendo los factores
agresivos en la mucosa gastrica o incrementando su resistencia en contra de
estos (Andrade, et al., 2007).

En este trabajo se estudio el posible mecanismo por el cual el extracto
metandlico ejercia su efecto antiulcerogénico. Especificamente, se queria
encontrar si es que este extracto incrementaba uno o varios de los factores de
resistencia naturales de la mucosa gastrica, utilizando cuatro modelos distintos
para determinar la participacion de las prostaglandinas, el 6xido nitrico, los
grupos sulfhidrilos y los canales de potasio dependientes de ATP dentro del

efecto gastroprotector del extracto metandlico.

Para ello, se determind la actividad antiulcerogénica del extracto
metandlico, administrando previamente diferentes compuestos que interfieren
con dichos mecanismos naturales de defensa de la mucosa (Indometacina, L-
NAME, NEM o Glibenclamida), utilizando el mismo modelo de ulcera aguda
inducida por etanol absoluto en raton. En todos los casos se empled

carbenoxolona como farmaco de referencia.

Como es de esperarse, la administracion por separado de cada uno de

los cuatro pretratamientos, provoca un aumento significativo (p<0.05) en el
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indice de Uulcera inducido por la administracion de etanol absoluto, en
comparaciéon con los controles sin pretratamientos (ver mas adelante Figuras
11, 13, 15y 17, C(-) de la parte derecha vs C(-) parte izquierda de la grafica

correspondiente).

5.3.1. Participacion de las prostaglandinas dentro del mecanismo

de gastroproteccién del extracto metandlico de C. procera

Las prostaglandinas son consideradas como agentes protectores de la
mucosa gastrica y se ha demostrado que poseen un efecto antiulcerogénico.
Su actividad estd dada principalmente por la estimulacion de la produccion de
moco Yy bicarbonato, asi como el aumento del flujo sanguineo gastrico (Miller,
1983).

La administracion de AINES, que son farmacos que inhiben la sintesis
de prostaglandinas, aumenta la susceptibilidad al dafio y la generacién de
Ulceras dentro de la mucosa gastrica, debido a la supresion de la sintesis de
prostaglandinas (Andrade, et al., 2007). Un ejemplo de este tipo de farmacos

es la indometacina, la cual se utiliza en este modelo de estudio.

Con el proposito de investigar el papel que tienen las prostaglandinas
endogenas dentro de la actividad antiulcerogénica del extracto metandlico se
administré el pretratamiento con indometacina, un inhibidor inespecifico de las
ciclooxigenasas. En este caso se observa que la actividad gastroprotectora
tanto del extracto metandlico como del farmaco de referencia, carbenoxolona,
se ven disminuidas de manera parcial, lo cual se ve reflejado en el aumento del
indice de ulcera (Figura 11). La actividad del extracto metanodlico disminuye
desde 64.71 + 3.69% de gastroproteccion hasta un 32.24 + 6.32% con el
pretatamiento con Indometacina. Mientras que, para el caso de la actividad de
carbenoxolona, el porcentaje de gastroproteccion pasa de un 75.49 + 4.47% a
un 61.93 + 6.56%. En la Figura 12 se muestran estbmagos representativos de

las diferentes condiciones experimentales.
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Figura 11. Efecto del pretratamiento con Indometacina sobre la actividad antiulcerogénica del
extracto metandlico. Las dosis empleadas se indican en la gréafica. CAR: carbenoxolona, MET:
Extracto metandlico. Los resultados se reportan como el promedio + EEM, con n = 8. * p < 0.05;
**p < 0.01; *** p < 0.001; el andlisis estadistico realizado consistié en un analisis de varianza

seguido de una comparacién mdltiple de medias de Dunn.

La disminucion de la actividad antiulcerogénica del extracto metandlico,
como consecuencia del pretratamiento con indometacina, sugiere que el
aumento en la concentracion de prostaglandinas endégenas forma parte del
mecanismo de gastroproteccion del extracto metandélico y tomando en cuenta
que el aumento en la sintesis de moco y bicarbonato son dos de los
mecanismos mas representativos de la actividad de las prostaglandinas, se
sugiere que la accion del extracto pueda estar mediada por ellos, aunque se

necesita realizar otros ensayos para corroborar esta hipétesis.
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Tratamiento | Sin Indometacina | Con Indometacina

Figura 12. Fotos representativas del efecto que tiene la administracion del extracto metandlico
y carbenoxolona en la aparicion de lesiones hemorragicas gastricas inducidas por etanol
absoluto en ratones pretratados con indometacina.

5.3.2. Participacién del 6xido nitrico dentro del mecanismo de

gastroproteccién del extracto metandlico de C. procera

Al parecer el mantenimiento de la vascularizacion y el correcto flujo
sanguineo en la mucosa géstrica son los mecanismos que tiene mayor impacto
dentro de la citoproteccion, ya que el dafio inducido por etanol absoluto en gran
medida es provocado por los cambios vasculares en la mucosa gastrica
(Matsuda, et al., 1999). El 6xido nitrico tiene un papel importante dentro del
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mantenimiento de la integridad de la mucosa gastrica, principalmente,

aumentando el flujo sanguineo (Guth, 1992).

Para poder observar el papel que tiene el 6xido nitrico dentro de la
actividad antiulcerogénica del extracto metandlico se administr6 un
pretratamiento con L-NAME, un inhibidor no especifico de la actividad de la
enzima oOxido nitrico sintasa. La actividad gastroprotectora del extracto
metandlico se abate practicamente por completo al administrar el
pretratamiento con L-NAME (Figura 13), presentando un porcentaje de
gastroproteccion de 0.10 + 12.82%, lo que sugiere que la actividad
antiulcerogénica del extracto esta conferida en gran medida por la induccion de

la sintesis de 6xido nitrico.

La Carbenoxolona también presenté una disminucion de su actividad,
dando solamente un porcentaje de de gastroproteccion 68.19 + 6.71%, al
administrar el pretratamiento con L-NAME. En la Figura 14 se pueden observar

los efectos antes descritos en estbmagos representativos de este tratamiento.
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Figura 13. Efecto del pretratamiento con L-NAME sobre la actividad antiulcerogénica del
extracto metandlico. Las dosis empleadas se indican en la gréfica. CAR: carbenoxolona, MET:
Extracto metandlico. Los resultados se reportan como el promedio + EEM, con n = 8. * p < 0.05;
**p < 0.01; *** p < 0.001; el andlisis estadistico realizado consistié en un analisis de varianza

seguido de una comparacién multiple de medias de Dunn.
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Tratamiento Sin L-NAME H Con L-NAME

Figura 14. Fotos representativas del efecto que tiene la administracion del extracto metandlico
y carbenoxolona en la aparicion de lesiones hemorragicas gastricas inducidas por etanol
absoluto en ratones pretratados con L-NAME.

De acuerdo al resultado anterior se puede pensar que la actividad del
extracto metandlico puede estar relacionada con la induccion de la sintesis de
la enzima oxido nitrico sintasa o en el aumento en la actividad de la misma,
dando como resultado un aumento en la concentracion de NO en la mucosa
gastrica, sin embargo, se necesitan mas estudios para ahondar acerca de este

mecanismo.
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5.3.3. Participacion de los grupos sulfhidrilos dentro del
mecanismo de gastroproteccion del extracto metandlico de

C. procera

El estrés oxidativo también juega un papel importante dentro de la
patologia del desarrollo de Ulceras gastricas (Demir, 2003). Las especies
reactivas de oxigeno (EROS), como son el anion superoxido (O3), el peréxido
de hidrégeno (H20) y el radical hidroxilo (OH’), se generan naturalmente
dentro de la mucosa gastrica; sin embargo, el consumo de AINES, la ingesta
de etanol (Mutoh, et al., 1990) y probablemente la exposicion prolongada al
humo del cigarro (Wang, et al., 2000), por mencionar algunos factores, pueden
aumentar el estrés oxidativo al incrementar la peroxidacion lipidica o al suprimir
la actividad de las enzimas antioxidantes que protegen la mucosa gastrica,
como son la superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y la catalasa (Pohle, et
al., 2001).

Los grupos sulfhidrilos son agentes protectores de la mucosa gastrica
gue se encuentran distribuidos tanto intracelular como extracelularmente y
actian como antioxidantes, secuestrando los radicales libres. Una de las

especies mas representativas de este grupo es el glutation (Szabo, 1992).

Para estudiar el papel que tienen los grupos sulfhidrilos dentro del efecto
gastroprotector del extracto metandlico se administré un pretratamiento con
NEM, un bloqueador de los grupos sulfhidrilos. La administracion de NEM
provoca una disminucion parcial de la actividad antiulcerogénica del extracto
metandlico (Figura 15), presentando un porcentaje de gastroproteccion de
42.58 + 7.54%. Esto quiere decir que la actividad antiulcerogénica del extracto
metandlico es conferida en parte por la actividad de los grupos sulfhidrilos,
sugiriendo que posee cierta actividad antioxidante, posiblemente relacionado

con un aumento en los niveles de agentes antioxidantes en la mucosa gastrica.
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Figura 15. Efecto del pretratamiento con NEM sobre la actividad antiulcerogénica del extracto
metanolico. Las dosis empeladas se indican en la grafica. CAR: carbenoxolona, MET: Extracto
metandlcio. Los resultados se reportan como el promedio + EEM, con n =2 8. * p < 0.05;
**p < 0.01; " p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistié en; analisis de varianza

seguido de una comparacién mdltiple de medias de Dunn.

En el caso de la carbenoxolona se volvid a presentar una disminucién de
su actividad, dando un porcentaje de gastroproteccion de 60.41 = 8.51%. En la
Figura 16 se muestran algunos estdmagos representativos de la actividad

gasroprotectora del extracto metandlico y carbenoxolona.
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Tratamiento Sin NEM Con NEM

Figura 16. Fotos representativas del efecto que tiene la administracion del extracto metandlico
y carbenoxolona en la aparicion de lesiones hemorragicas gastricas inducidas por etanol

absoluto en ratones pretratados con NEM.

5.3.4. Participacion de los canales de potasio dependientes de ATP
dentro del mecanismo de gastroproteccion del extracto

metandlico de C. procera

Para estudiar la participacion de los canales de potasio dependientes de
ATP dentro de la actividad antiulcerogénica del extracto metandlico se

administré un pretratamiento con glibenclamida, agente que tiene la propiedad

-850 -



de bloquear estos canales, generando como consecuencia una
vasoconstriccion sobre el tejido gastrico Los resultados obtenidos muestran
gue el tratamiento con glibenclamida también disminuye de forma parcial la
actividad del extracto, pero en una proporcion significativamente menor
(p=<0.05) que con los tres pretratamientos anteriores (Figura 17), presentando
un porcentaje de gastroproteccién de 44.80 + 7.36%. Esto quiere decir que la
activacion de los canales de potasio dependientes de ATP es uno de los
mecanismos que también participan en la actividad gastroprotectora del
extracto, aunque existan otros factores que tengan mas impacto sobre la
actividad. Por el contrario, la carbenoxolona presenté una disminucion de su
actividad similar a la que presenté con los pretratamientos de indometacina,
L-NAME y NEM, con 59.81 + 5.72% de gastroprotecién con el pretratamiento
de glibenclamida. En la Figura 18 se muestran los efectos antes descritos en

estbmagos representativos de estos tratamientos.
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Figura 17. Efecto del pretratamiento con glibenclamida sobre la actividad antiulcerogénica del
extracto metandlico. Las dosis empleadas se indican en la gréfica. CAR: carbenoxolona, MET:
Extracto metandlico. Los resultados se reportan como el promedio + EEM, con n = 8. * p <0.05;
**p < 0.01; *** p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistié en; analisis de varianza

seguida de una comparacion multiple de medias de Dunn.
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Con Glibenclamida

Tratamiento | Sin Glibenclamida

Figura 18. Fotos representativas del efecto que tiene la administracion del extracto metandlico
y carbenoxolona en la aparicion de lesiones hemorragicas gastricas inducidas por etanol

absoluto en ratones pretratados con glibenclamida.

Peskar en el 2002 propuso que uno de los mecanismos por los cuales
las prostaglandinas ejercen su efecto gastroprotector es la activacion de los
canales de potasio dependientes de ATP. Tomando en cuenta que los
resultados preliminares de este trabajo evidencian que la administracién del
extracto metandlico provoca un aumento en la concentracion de

prostaglandinas dentro de la mucosa gastrica (Figura 11), se cree que la
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apertura de este tipo de canales puede deberse al aumento en la concentracion

de estas prostaglandinas.

En la Figura 19 se muestra el efecto comparativo de los cuatro
pretratamientos sobre la actividad del extracto metandlico, puede observarse
gue la participacion del 6xido nitrico es el mecanismo que tiene mas impacto
dentro de la actividad antiulcerogénica del extracto, seguido de la participacion
de las prostaglandinas enddgenas. Tanto los grupos sulfhidrilos como los
canales K'atp estan involucrados en el efecto protector de la mucosa gastrica
que confiere la administracion del extracto, pero en menor grado que los

mecanismos anteriores.
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Figura 19. Resumen del efecto de los cuatro pretratamientos sobre la actividad
antiulcerogénica del extracto metandlico. Los resultados se reportan como el promedio + EEM,
conn 8. *p<=<0.05 *p<=<0.01; ** p <0.001; el andlisis estadistico realizado consisti6 en;

andlisis de varianza seguida de una comparacién mdltiple de medias de Dunn.

Aunque con estos ensayos se proporcionan informacion relevante
acerca de como es que actia el extracto metandlico para ejercer su efecto
gastroprotector, su mecanismo de accion no esta completamente elucidado, ya

gue no se sabe si ademas de estos, existan otros factores que también
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pudieran estar involucrados en su mecanismo de accion. Sin embargo, puede
afirmarse que su efecto se debe a que estimula la activacion de varios factores
de defensa de la mucosa gastrica, como son el arresto de EROS, el aumento

en el flujo sanguineo y el aumento en la produccion de moco y bicarbonato.

5.4. Resolucién de Ulcera gastrica

Para un tratamiento adecuado de las Ulceras gastricas no solo es
importante el prevenir la formacion de nuevas Ulceras, sino que también es
primordial favorecer o acelerar el proceso de resolucion de las mismas
(Ishihara, et al., 2011). Si bien, el presente trabajo demuestra que el extracto
metandlico ejerce actividad gastroprotectora (Figura 8), corroborando lo
reportado anteriormente por Escobedo-Hinojosa y colaboradores en 2012, esto
no necesariamente significa que también posea la capacidad de promover la
curacion de las ulceras y la cicatrizacion en la mucosa gastrica. Por esta razon,
se procedid a realizar un experimento de resolucion de la ulcera a nivel
subagudo. Previo a la realizacion de este protocolo, se evallo la toxicidad

subaguda.

5.4.1. Evaluacion de la toxicidad subaguda del extracto metandlico

de C. procera

Esta especie es utilizada dentro de la medicina tradicional mexicana
como tratamiento de enfermedades gastrointestinales y padecimientos del
rfidn y no se tiene reportado ningun tipo de efecto téxico por su uso (Argueta,
el al., 1994). Sin embargo, dado que es un producto que esta destinado al
consumo humano, es importante que se realicen estudios de toxicidad (Pallara
y Velikkakathu, 2012).

Ya se tenia conocimiento acerca de la seguridad del uso del extracto
metandlico como tratamiento de administracion aguda en raton (Escobedo-
Hinojosa, et al.,, 2012), sin embargo, no se contaba con ningun tipo de

informaciéon acerca de su administraciéon subaguda o crénica. Tomando en
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cuenta lo anterior, uno de los objetivos de este trabajo fue el determinar la

toxicidad subaguda del extracto metandlico en un modelo de ratén.

Para este ensayo se administré el extracto metandlico a tres dosis
distintas (10, 100 y 1000 mg/kg/dia) y solucion salina (vehiculo de los
tratamientos) como control negativo, durante 20 dias. Los grupos
experimentales consistieron en 6 individuos cada uno. La mitad de cada grupo
fue sacrificada al dia 20 de administracién. Los individuos de experimentacion
restantes, se mantuvieron en observacion durante 15 dias mas. Durante este
tiempo, no se reportaron muertes ni se detectaron cambios en la actividad,
comportamiento o la postura de los ratones, asi como tampoco en la apariencia
externa de los mismos, que pudieran estar relacionados con la administracion

consecutiva del extracto metandlico.

Los resultados de este ensayo mostraron que a ninguna dosis del
extracto metanodlico se provocd la muerte de alguno de los organismos de
experimentacion, de igual manera no se presentaron muertes en el grupo

control.

Los ratones fueron pesados diariamente para poder determinar si habia
algun cambio en el peso corporal. Durante los 20 dias de administracion y del
tiempo de observacién posterior, no se detectaron cambios significativos en el
peso corporal de los ratones en ninguno de los grupos que fueron
administrados con el extracto metandlico, en comparaciéon con el grupo

administrado con el vehiculo (Figura 20).
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Figura 20. Peso corporal de los ratones durante el ensayo de toxicidad subaguda del extracto
metandlico de C. procera. Se muestra el cambio en el peso corporal de cada grupo durante la
administracion por 20 dias consecutivos del extracto metandlico (MET) a 3 diferentes dosis (10,
100 y 1000 mg/kg/dia) y de solucién salina (control) y durante los 15 dias de observacion
posteriores. Los resultados se presentan como el promedio + EEM, con n = 8. *p=<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; el analisis estadistico realizado consisti6 en un analisis de varianza
seguida de una comparacidon mdltiple de medias de Dunn, ns denota diferencias no

significativas.

Después de cada tiempo de experimentacion, es decir, después de los
20 dias de administracién del extracto metandlico a diferentes dosis y después
de los 15 dias de observacion posteriores, a los ratones se les realiz6 una
puncion cardiaca para extraer la sangre. Posteriormente se realizé un
hemograma con la sangre completa y una bioquimica sanguinea con el suero
de cada raton. Los ratones fueron sometidos a necropsia y se extirparon varios
de sus 6rganos internos para obtener su peso. Para su analisis, se reporta el
peso de los drganos (Tabla 4) y el peso relativo de los mismos (Tabla 5). No se

encontraron diferencias notables en ninguno de los dérganos para ambos
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tiempos al comparar los grupos tratados con las tres dosis del extracto
metandlico con el grupo control (tratado con el vehiculo) y con el grupo de
ratones sin tratamientos. Asimismo, no se detectaron cambios en la apariencia
macroscopica de los 6rganos internos, tomando en cuenta el tamafio, color o la

textura de estos, comparados con los del grupo control.

Para tener una mayor certeza de que la administracion por 20 dias
consecutivos del extracto metandlico a dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg no
provoca algun efecto toxico en los individuos de experimentacion, se realizé un
andlisis histolégico de algunos d&rganos internos (higado, riflones, bazo,
intestino delgado e intestino grueso) con miras a la bulsqueda de
manifestaciones toxicas dentro del tejido de los o6rganos. Los resultados
preliminares indican que no hay diferencias entre los érganos de los ratones
tratados con el extracto metandlico a cualquiera de las dosis probadas, y los

organos de los ratones del grupo control tratado con solucion salina.

A partir de la sangre obtenida por la puncién cardiaca se determinaron
varios parametros hematologicos en todos los grupos a ambos tiempos de
muestreo. El analisis hematolégico incluy6 la determinacion de hematocrito,
concentracion de hemoglobina, conteo de eritrocitos, volumen globular medio
calculado, concentracion globular media de hemoglobina calculada,
concentracion de proteinas totales y conteo de leucocitos, neutréfilos, bandas,
metamielocitos, mielocitos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y baséfilos. Al
comparar estos parametros obtenidos de los ratones administrados con el
extracto metandlico a las tres dosis probadas con los ratones pertenecientes al
grupo control, no se pueden apreciar diferencias importantes (Tabla 6).
Ademas, todos los parametros determinados, tanto de los controles negativos
como de los grupos tratados con el extracto metandlico a las tres dosis
administradas, se encuentran dentro de los limites de referencia, a excepcion
del valor de hematocrito, es muy posible que estos valores se hayan visto

alterados en la toma y manejo de la muestra.

Dentro del analisis de bioquimica sanguinea, se determinaron los niveles

de colesterol, creatinina, glucosa, triglicéridos, urea, bilirrubina, fosfatasa
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alcalina, alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
del suero de los ratones administrados con solucion salina y tres dosis del
extracto metandlico. En los resultados preliminares no se observan diferencias
entre ninguno de los grupos de estudio para todos los parametros antes

mencionados.

Con estos resultados no se puede asegurar que el extracto metandlico
sea inocuo, ya que no se puede descartar que tenga algun tipo de toxicidad a
dosis méas altas, o bien, a dosis mas bajas que impliguen mas de una
administracion por dia. Lo que si es evidente, es que las dosis utilizadas para la
determinacién de la toxicidad subaguda son mucho mayores a la DEs para la
actividad gastroprotectora calculada en este trabajo (DEsp = 0.71 mg/kg), se
puede decir que al menos se tiene un alto indice terapéutico, el cual pude dar
un indicio de la seguridad relativa del extracto, al tratarse de una relacién entre

la dosis letal media (DLsp) Yy la DEso.

El conocimiento de que la administracion aguda el extracto metandlico
de C. procera no es toxico en un modelo de ratén (Escobedo-Hinojosa, et al.,
2012), junto con los resultados obtenidos para la determinacion de toxicidad
subaguda nos proporciona informacion suficiente en cuanto a la seguridad del
uso de este extracto para ser empleado en el modelo de resolucion de Ulcera

gastrica que se describe mas adelante.

No se puede dejar de tomar en cuenta que al tratarse de un modelo
animal, los resultados no pueden extrapolarse a la administraciéon en humanos.
Este estudio solo deja ver la seguridad del extracto metandlico para ser usado
en ensayos de administracion subaguda en modelos en raton, sin embargo, da
la pauta para seguir realizando estudios, con miras a considerar su uso como

parte de un tratamiento en humanos.
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Tabla 4. Peso de diferentes 6rganos de los ratones después de ser tratados con el extracto metandlico durante 20 dias y después

de 15 dias de observacion posteriores al tratamiento

Organos 20 Dias de administracion 20 Dias de administracion + 15 dias de reposo
Sin Control MET MET MET Control MET MET MET
tratamiento Negativo (10 mg/kg/dia) (200 (1000 Negativo (10 mg/kg/dia) (100 (1000
(vehiculo) mg/kg/dia) mg/kg/dia) (vehiculo) mg/kg/dia) mg/kg/dia)
Cerebro 444.3 £ 9.8 434.0+£5.9 444.0+ 8.4 467.0 £ 10.8 449.3 +16.3 470.0 £ 5.2 462.8 + 9.8 472.6+£21.4 460.6 + 18.2
Corazén 161.0 +14.6 149.0 £ 8.0 182.4 +6.3 160.2 +17.2 155.3+12.1 204.0 £ 2.3 151.2+114 187.8 £ 6.3 195.0+17.0
Higado 2663.3 £202.7 | 1973.0 + 250.7 | 2484.4 £ 135.3 | 2046.6 + 266.8 | 2191.8 £ 293.3 | 2143.5+121.5 | 1980.0 + 127.2 | 2374.6 £ 292.8 | 2270.6 + 345.5
Timo 14.0+ 2.0 13.3+1.8 11.2+1.0 142+1.3 105+1.2 12.0+ 0.0 98+1.5 94+1.4 9.2+0.9
Vaso 317.3+27 284.7 + 33.2 241.0 + 16.7 257.2 +29.8 213.0+17.8 2435+2.6 270.0+47.0 269.4 + 29.5 199.6 +15.6
Rifion
derecho 224.7+£8.1 226.3 £ 26.6 262.2+11.4 262.2 £ 32.3 223.5+16.8 283.0+£9.2 221.2+13.1 307.8+19.4 282.8 £ 20.3
Rifion
izquierdo 245.0 £ 6.8 240.0 + 38.2 270.6 £ 15.1 276.8 £ 25.8 2475 +£19.5 263.0+10.4 2440+ 12.1 316.2 £21.6 301.8 £ 26.0
Glandula
adrenal
derecha 4.3+0.9 4.7+0.9 48+0.7 5.2+0.9 3.8+0.5 45+0.3 3402 3.8+x04 4.0+0.0
Glandula
adrenal
izquierda 3.0+1.0 4.7+0.3 5.6 +0.4 42+0.9 48+0.8 45+0.3 3.6+0.2 4405 32+0.2
Pulmones 276.3+12.0 251.0+13.6 257.8+8.9 258.0 + 16.7 239.5+16.8 331.0 + 36.9 410.8 £ 168.9 266.8 + 26.9 2754 + 35.3
Testiculo
derecho 146.0+7.9 106.0 + 14.0 123.0+54 131.0+5.6 107.0 £ 6.3 144.0£17.3 116.4 £ 8.4 140.4 £ 13.2 126.8 + 3.6
Testiculo
izquierdo 147.7+4.9 106.0 +18.7 1334 7.0 136.8 +6.3 114.3+3.9 155.0+17.3 123.0 £6.9 145.8 +9.3 1344 +4.2
Estbmago 354.3 £ 66.0 327.0+£6.1 346.0 £ 6.5 372.0+£25.2 335.8£18.1 349.0 £ 11.0 281.0 + 33.3 324.2 £9.3 341.2 £ 22.6
Intestino 6223.0+478.7 | 4811.3+131.2 | 5497.4 + 351.8 | 5130.6 + 505.6 | 5482.3 + 357.9 | 5124.0 + 168.6 | 4442.4 + 404.6 | 4859.8 + 153.9 | 4489.2 + 353.1

MET: extracto metandlico. Los valores reportados se refieren al promedio + EEM, con n = 3 para cada grupo
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Tabla 5. Peso relativo de diferentes 6rganos de los ratones después de ser tratados con el extracto metandlico durante 20 dias y

después de 15 dias de observacion posteriores al tratamiento

Organos 20 Dias de administracion 20 Dias de administracion + 15 dias de reposo
Sin Control MET MET MET Control MET MET MET
tratamiento Negativo (10 mg/kg/dia) (200 (1000 Negativo (10 mg/kg/dia) (100 (1000
(vehiculo) mg/kg/dia) mg/kg/dia) (vehiculo) mg/kg/dia) mg/kg/dia)
Cerebro 1.154 +0.065 | 1.298 +£0.114 1.247 £ 0.071 1.352 + 0.098 1.301 +0.119 1.058 + 0.023 1.256 + 0.091 0.875 +£0.193 1.086 + 0.060
Corazén 0.415 £ 0.024 0.442 £ 0.024 0.511 £ 0.028 0.452 + 0.025 0.441 £ 0.009 0.460 £ 0.020 0.407 £ 0.035 0.351 £ 0.078 0.453 £ 0.014
Higado 6.868 + 0.270 | 5.774 +0.224 6.904 + 0.176 5.815 + 0.551 6.134 + 0.349 4.805 +0.117 5.301 + 0.264 4.443 £ 1.072 5.221 + 0.486
Timo 0.037 + 0.006 0.040 + 0.005 0.032 + 0.004 0.042 + 0.006 0.030 + 0.004 0.027 £ 0.001 0.027 + 0.005 0.015 + 0.004 0.022 + 0.002
Vaso 0.823 £ 0.026 0.835 £ 0.032 0.679 £ 0.069 0.723 £ 0.032 0.604 £ 0.012 0.549 £ 0.024 0.721 £ 0.127 0.524 £ 0.127 0.465 + 0.019
Rifion
derecho 0.581 +0.001 | 0.663 +0.021 0.730 £ 0.016 0.734 £ 0.034 0.636 + 0.023 0.636 + 0.000 0.595 + 0.036 0.567 £0.125 0.663 + 0.038
Rifion
izquierdo | 0.636 + 0.031 0.699 + 0.069 0.751 £ 0.016 0.782 + 0.026 0.703 £ 0.011 0.595 + 0.043 0.657 + 0.039 0.596 + 0.133 0.704 + 0.037
Glandula
adrenal
derecha | 0.011 +0.003 | 0.014 +0.003 0.014 + 0.002 0.015 + 0.002 0.011 + 0.001 0.010 + 0.001 0.009 + 0.000 0.007 + 0.002 0.009 + 0.001
Glandula
adrenal
izquierda | 0.008 +0.003 | 0.014 +0.002 0.016 + 0.001 0.012 + 0.002 0.014 + 0.002 0.010 + 0.001 0.010 + 0.001 0.009 + 0.002 0.008 + 0.001
Pulmones | 0.719 + 0.056 0.747 £ 0.058 0.725 £ 0.052 0.743 £ 0.057 0.684 + 0.035 0.754 £ 0.108 1.119 + 0.490 0.482 +£0.110 0.636 + 0.045
Testiculo
derecho 0.378 £ 0.023 | 0.310 +0.020 0.346 + 0.025 0.377 £ 0.022 0.309 + 0.029 0.321 + 0.029 0.311 +0.016 0.263 + 0.061 0.299 + 0.011
Testiculo
izquierdo | 0.383+0.016 | 0.308 +0.037 0.376 + 0.032 0.393 £ 0.021 0.330 + 0.025 0.346 + 0.028 0.330 + 0.018 0.273 £ 0.061 0.317 £ 0.018
Estbmago | 0.906 +0.138 0.982 £ 0.108 0.968 + 0.036 1.059 + 0.032 0.961 £+ 0.043 0.784 £ 0.001 0.741 £ 0.057 0.615 £ 0.138 0.797 £ 0.023
Intestino 16.076 +
0.890 14.396 + 1.393 | 15.276 £+ 0.565 | 14.469+0.481 | 15.660 + 0.834 | 11.588 + 0.755 | 11.983 + 1.282 9.209 + 2.080 10.441 + 0.284

MET: extracto metandlico. Los valores reportados se refieren al promedio £ EEM, con n = 3 para cada grupo
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Tabla 6. Valores hematoldgicos de los ratones después de ser tratados con el extracto metandlico durante 20 dias y después de

15 dias de observacion posteriores al tratamiento

Analito 20 Dias de administracion 20 Dias de administracién + 15 dias de reposo
Unidades Control MET MET MET Control MET MET MET
Negativo (20 (200 (1000 Negativo (10 (200 (1000
mg/kg/dia) mg/kg/dia) mg/kg/dia) mg/kg/dia) mg/kg/dia) mg/kg/dia)
Hematocrito L/L 0.36 + 0.01 0.35+0.01 0.34 £ 0.02 0.39+£0.03 0.31 + 0.05 0.40 + 0.03 0.44 + 0.02 0.38 £ 0.01
Hemoglobina g/L 123.67 £ 115.33 114.00 + 133.67 + 97.50 = 136.00 + 145.67 * 123.00
5.24 4.91 6.66 7.86 15.88 8.50 6.12 5.61
Eritrocitos X10™/L 7.70 £ 0.36 7.17+0.42 7.10+£0.31 9.10 £ 0.93 5.90+1.10 8.83+0.84 8.57+1.13 7.85+£0.25
VGM calculado fL 47.33+£2.19 | 48.33+1.76 | 47.33+£1.20 | 43.33+1.33 52.00 £ 0.58 | 45.33 +£2.03 52.67 £7.17 | 48.75 %+ 1.65
CGMH calculado g/L 340.33 332.33 % 339.00 £ 343.67 £ 323.00 + 341.00 £ 333.67 % 321.25+%
3.18 10.91 2.89 6.36 5.77 6.11 0.88 6.13
Proteinas g/L
totales 54.67 £ 2.40 51.00 £ 0.58 59.67 £ 4.63 50.33 £ 1.45 58.50 + 5.48 54.67 £ 1.45 52.00 £1.15 | 50.50 + 3.66
Leucocitos X10°/L 3.27+0.19 1.83+0.33 2.40 + 0.61 2.87£1.10 5.25+ 1.88 1.93+0.17 2.60 + 0.85 2.33+0.59
Neutrofilos X10%/L 0.68 £ 0.07 0.71+0.15 0.40+£0.12 0.64 +£0.17 1.58 £ 0.70 0.73+0.03 1.37 £ 0.65 0.83+0.38
Bandas X10%/L 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £+ 0.00 0.00 £+ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Metamielocitos X10°/L 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Mielocitos X10%/L 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Linfocitos X10°/L 2.35+0.09 1.03+0.30 1.87+£0.64 1.88+0.78 3.51+1.09 1.19+0.16 1.13+0.29 1.48+0.32
Monocitos X10°/L 0.23+0.14 0.09 £ 0.01 0.10 £ 0.06 0.33+0.23 0.16 + 0.08 0.01+0.01 0.10 £ 0.00 0.03 £ 0.025
Eosindfilos X10°/L 0.10+0.10 0.01 £ 0.007 0.03 £ 0.03 0.05 + 0.03 0.00 + 0.00 0.01 + 0.007 0.00 + 0.00 0.00 £ 0.00
Basofilos X10%/L 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £+ 0.00 0.00 £+ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

MET: extracto metandlico, VGM: volumen globular medio, CGMH: concentracion globular media de hemoglobina

Los valores reportados se refieren al promedio + EEM, con n = 3 para cada grupo
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5.4.2. Modelo de resolucién de Ulcera gastrica

Este procedimiento experimental se realiz6 con el fin de determinar si la
actividad del extracto metandlico dentro de la mucosa gastrica solo se limitaba
a ser un agente protector o si también tenia la capacidad de resarcir o acelerar
el proceso de resolucién de las Ulceras gastricas. Primero, se indujo la
formacion de ulceras gastricas con etanol absoluto. Posteriormente, durante un
periodo de 20 dias, se administrd el extracto a una dosis de 100 mg/kg/dia o
carbenoxolonaa 50 mg/kg/dia (como farmaco de referencia) y se compararon
contra un grupo control al cual se administré solucion salina, monitoreando los
efectos a los 5, 10, 15y 20 dias.

Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que el tratamiento
con el extracto metanodlico presentd un efecto de resolucion de Ulceras
significativamente mayor (p<0.05) al observado con el tratamiento con

carbenoxolona y con la administracion de solucién salina (Figura 21).

Tanto la administracion de solucion salina como la administracion de los
tratamientos utilizados presentan un porcentaje de resolucion de Ulceras
gastricas elevado que se puede ver desde los 5 dias después de la induccion
del dafio con etanol (Figura 21). Este efecto se debe en gran medida a los
mecanismos de defensa naturales de la mucosa gastrica, ya que este efecto se
presenta con claridad en el grupo control (porcentaje de resolucion de Ulceras
31.5 + 13.9%). Sin embargo, este nivel de resolucién de Ulcera géastrica en el
grupo control, tratado con solucién salina, se mantiene hasta los 20 dias sin
cambios realmente significativos. En cambio, a los 20 dias de administracion
continua del extracto metandlico se presenta un aumento significativo del

porcentaje de resolucién de Ulceras gastricas, con un 62.7 + 6.4% (Figura 22).
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Por el contrario la administracion de carbenoxolona induce una
resolucién de Ulcera gastrica mas lenta que en el caso del control negativo y el
extracto metandlico, pero que va aumentando desde el dia 5 al dia 15 y se

mantiene constante hasta el término del ensayo (Figura 21).

801

0 F T T T T 1
5 10 15 20 25

% de resolucién de Ulceras gastricas

Tiempo (dias)

207 e Vehiculo (control)

-= CAR (50 mg/kg)
—— MET (100 mg/kg)

Figura 21. Evolucién de la resolucion de Ulcera géastrica con el tratamiento de extracto
metandlico durante 20 dias consecutivos. Los resultados se comparan con el porcentaje de
resolucion de ulcera resultante de la administracién del vehiculo como grupo control y de
carbenoxolona como farmaco de referencia. MET: extracto metandlico; CAR: carbenoxolona.
Las concentraciones usadas se muestran en la figura. Los resultados se presentan como el
promedio + EEM.

-63 -



80+

% **kk
Q —_—
1)
S 60-
[72]
I
o
o
3
o 40-
©
[
‘O ks s mmmmn
) a l:l:l:l:l:l:l:l
2 EEEEEEEN
S 204
o
) —_—
©
2
-l(E 0 L] T
5 C(-) C(-) CAR (50) MET (100)  (mg/kg)
g t = 0 dias t= 20 dias
o
_20-

Figura 22. Efecto de resolucién de Ulcera gastrica al dia 20 tras el tratamiento consecutivo con
el extracto metandlico a 100 mg/kg/dia, carbenoxolona a 50 m/kg/dia y solucién salina como
control comparado con el dafio inducido por la administracién de etanol absoluto (t= 0 dias).
Los resultados se reportan como el promedio + E.E.M., con n = 8. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistid en un analisis de varianza seguido de

una comparacion multiple de medias de Dunn.

La resolucion de ulceras gastricas inducidas dentro de este modelo
experimental es un proceso que puede observarse de manera macroscoépica.
En la Figura 23 se hace la comparacion entre la apariencia de la mucosa
gastrica de un estdbmago normal y la de un estotmago dafiado con etanol (una
hora y media tras la administracion de etanol absoluto). En un estdmago
normal, es decir, un estdbmago proveniente de un raton que no ha sido
sometido a ningun tratamiento experimental, la apariencia de la mucosa
gastrica debe ser lisa y de color uniforme. Al ser administrados con etanol
absoluto, a una dosis de 7 mL/kg, los ratones presentan las lesiones

hemorragicas caracteristicas a lo largo de toda la mucosa gastrica.
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Estémago normal Dafo producido por Etanol absoluto

Figura 23. Imagenes representativas de apariencia de la mucosa géastrica normal y la mucosa
gastrica con un dafio inducido por la administracién aguda de etanol absoluta una dosis de 7
mL/kg.

La administraciéon de los diferentes tratamientos a lo largo de este
ensayo generé como resultado varias diferencias en la apariencia de la mucosa
gastrica (Figura 24). Con la administracion de solucién salina desde el dia 5
hasta el dia 20 se observa que las Ulceras permanecen de gran tamafio y
siguen siendo muy numerosas. Cabe destacar que como parte del proceso
natural de resolucién, las Ulceras de apariencia hemorragica, sufren un proceso
en el cual la sangre y restos de tejido necrosado se eliminan, sin embargo, el
area dafiada por la injuria del etanol permanece como una lesion profunda que
atraviesa incluso la muscular de la mucosa. Con el tratamiento de
carbenoxolona, durante todo el ensayo parece no haber diferencias
significativas en cuanto al nimero de Ulceras gastricas, sin embargo, para el
dia 20, las ulceras se observan de menor longitud. Para el caso del tratamiento
con el extracto metandlico se observa que conforme avanza el tiempo del
tratamiento, tanto el nimero de Ulceras gastricas como su tamafio van
disminuyendo vy, por lo tanto, la apariencia de la mucosa gastrica con este

tratamiento se ve mas uniforme.
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10 Dias 15 Dias 20 Dias

Figura 24. Fotos representativas de la evolucion en la resolucion de Ulceras géstricas al administrar el extracto metandlico, durante 20 dias consecutivos.

MET: extracto metandlico; CAR: carbenoxolona
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5.4.2.1. Determinacion de manifestaciones toxicas dentro del
ensayo de resolucion de ulcera gastrica del extracto

metandlico de C. procera

Para asegurar que la administracién por 20 dias de la carbenoxolona o
del extracto metandlico de C. procera durante la realizacién del modelo de
resolucion de Ulcera gastrica no estuviera provocando algunos efectos no
deseados que de alguna manera afectaran los resultados del ensayo, se
buscaron efectos adversos visibles en los individuos de experimentacion de
este modelo, como son cambios en la apariencia fisica y cambios en la
conducta, asi como efectos letales sobre los mismos. Durante todo el
procedimiento experimental no se reportaron efectos adversos ni muerte de

ningun individuo de experimentacion.

Por otra parte, se monitored el peso corporal de los ratones de los
grupos tratados con el extracto metandlico, carbenoxolona y con solucién
salina durante todo el ensayo y se compard con un grupo de ratones normales,
es decir, a los que no se les administré6 ninguan tipo de tratamiento (Figura
25).Los ratones administrados con el extracto metandlico y carbenoxolona no
presentan diferencias significativas en comparacién con el grupo administrado
con solucion salina. Sin embargo, se encontré diferencia significativa entre el
grupo administrado con solucion salina y el grupo sin tratamientos, lo cual
podria sugerir que la administracion tanto de carbenoxolona como del extracto
metandlico mejoran el estado de la mucosa gastrica de los ratones, lo que se

ve reflejado en un aumento de peso mas apegado a la normalidad.

Dentro del monitoreo del peso corporal se observa que para los tres
grupos de ratones con tratamientos en el primer dia del procedimiento
experimental presentan una disminucion en el peso corporal promedio. Esta
variacion en el peso se debe a que los ratones fueron sometidos a un ayuno de
24 horas justo antes de la induccién de las Ulceras gastricas con etanol
absoluto, ademas de que una dosis tan alta de etanol provoca cierto grado de
sedacion en los ratones (la mayoria de los individuos de experimentacion

permanecieron dormidos de 2 a 3 horas después de la administracion de
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etanol), por lo que pasan un periodo muy largo sin ingerir alimento,
considerando que los ratones tienen un metabolismo muy acelerado, se ve

reflejado en una disminucién considerable en el peso corporal.
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Figura 25. Peso corporal de los ratones durante la realizacién del modelo de resolucion de
Ulcera gastrica inducida por etanol absoluto en ratdn. Se administraron el extracto metandlico
(100 mg/kg/dia), carbenoxolona (50 mg/Kg/dia) y solucién salina por 20 dias consecutivos
después de la induccion las Ulceras gastricas, comparados con un grupo sin tratamientos. Los
resultados se reportan como el promedio + E.EEMM,, con n =2 8. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistié en; analisis de varianza seguida de una

comparacion multiple de medias de Dunn.

5.4.2.2. Analisis histolégico de los estobmagos del modelo de

resolucion de ulcera géastrica

El andlisis de la mucosa gastrica por técnicas histologicas e
histoquimicas se realizé a los 5, 10, 15y 20 dias de administracion del extracto

metandlico, carbenoxolona y el control, administrado con solucién salina. Sin
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embargo, los resultados mas demostrativos se encontraron a los 20 dias de
administracion de los tratamientos, por lo que esos son los que se muestran a

continuacion (Figura 26 y Figura 27).

El analisis histolégico demuestra que el dafio en la mucosa gastrica
provocada por la administracion de etanol absoluto se caracteriza por la
disrupcion del epitelio gastrico, heridas hemorragicas con infiltracion

eritrocitaria y de células inflamatorias.

Tras la administracion por 20 dias del extracto metandlico, el andlisis
histol6gico muestra que hay un aumento significativo en la regeneracion de la
mucosa gastrica, en la cual se observa una mejor organizacion glandular,
comparada con el grupo control (Figura 26). Se observa que la integridad de la
mucosa gastrica se encuentra mas conservada, y que se presenta una
disminucién considerable en el infiltrado inflamatorio (Figura 26), que puede
estar relacionada con una reduccion de la respuesta inflamatoria debida a una
aceleracién de la resolucion de las ulceras gastricas. Algo muy similar se

observa con la administracion de carbenoxolona.

Ademas, se observa que tanto la administracién de carbenoxolona como
la del extracto metandlico provocan una sobreproduccion de moco neutro
evidenciada por el analisis histoquimico (Figura 27), el cual se distingue por un
color rosa intenso dentro de las preparaciones histologicas. Este moco, al
tratarse de un agente protector de la mucosa gastrica, puede considerarse
como un factor importante para el proceso de resolucion de la Ulcera gastrica,
debido a que protege a la mucosa gastrica de la accidon de agentes agresivos,
como el acido gastrico y la pepsina, de tal manera que, al presentarse una
sobreproduccién de moco, puede que ejerza un efecto protector, incluso en las
zonas en donde se perdido la integridad del epitelio, a causa de la
administracion del etanol absoluto, y que se promueva un proceso de
resoluciéon del dafio de mejor calidad o en un menor tiempo. Sin esta
sobreproducciéon del moco gastrico, puede que las secreciones gastricas

normales del estbmago tengan un efecto nocivo para la mucosa gastrica, ya
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qgue, en las zonas en donde se indujeron las Ulceras se observa una pérdida

importante del epitelio gastrico.

Con la informacion obtenida hasta el momento se puede afirmar que el
extracto metandlico acelera el proceso de resolucién de Ulcera gastrica, pero
no se sabe cuales el mecanismo por el cual se ejerce este efecto. Sin embargo,
los resultados del analisis histologico e histoquimico sugieren que uno de los
mecanismos por los cuales promueve la curacion de las Ulceras gastricas es

mediante el aumento en la produccién de moco.

Por otro lado, tomando en cuenta que el éxido nitrico es un agente que
tiene la capacidad de acelerar el proceso de curacion de Ulceras gastricas al
aumentar el flujo sanguineo y probablemente promoviendo angiogénesis en el
tejido de granulacion (Konturek, et al., 1993), y que en este trabajo se demostré
gue el extracto metandlico actla aumentando la concentracion de 6xido nitrico,
se puede pensar que este mecanismo esté involucrado en la resolucién de la

Ulcera géstrica por el extracto.

En este trabajo también se demostrd que el extracto metandlico aumenta
la concentracion de prostaglandinas enddgenas en la mucosa gastrica (Figura
11). Considerando que se ha reportado que las prostaglandinas, especialmente
PGE: no solo previenen la formacién de las Ulceras gastricas, sino que también
actia mejorando el proceso de resoluciéon de las ulceras ya que se ve
favorecida la produccion de moco (Konturek, et al., 2005), se sugiere que este
mecanismo también estq relacionado con el mecanismo del efecto de

resolucién de ulceras inducido por el extracto metanalico.

A pesar de que se tienen varios indicios de como es que el extracto
metandlico actia sobre la mucosa gastrica para acelerar el proceso de
curacion de ulceras gastricas, se deben realizar ensayos mas especificos para

realmente poder elucidar su mecanismo de accion.
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Tincién con Hematoxilina-eosina

Figura 26. Andlisis histoldgico de la mucosa gastrica de un raton normal, del dafio causado por la
administracién de etanol absoluto y de ratones tratados con carbenoxolona y el extracto metandlico
durante 20 dias después de la induccion de Ulceras gastricas con etanol absoluto. Tincion de las
preparaciones con hematoxilina-eosina 1 Indica infiltrado inflamatorio, * perdida de la integridad de

la mucosa gastrica.

-71 -



Tincién con Acido Peryédico de Shiff

Figura 27. Analisis histoquimico de la mucosa géstrica de un ratén normal, del dafio causado por
la administracién de etanol absoluto y de ratones tratados con carbenoxolona y el extracto
metandlico durante 20 dias después de la induccion de Ulceras con etanol absoluto. Tincion de las

preparaciones con acido periédico de shiff. 1 Indica presencia de moco neutro.
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5.5. Fraccionamiento del extracto metandlico de C. procera

Al observar que el extracto metandlico tenia un gran potencial para ser
considerado como parte de un tratamiento de la Ulcera gastrica, ya que, ademas
de poseer una muy buena actividad gastrorpotectora, también actuaba acelerando
el proceso de resolucion de las Ulceras, se decidi6 tratar de simplificar su
composicion y se realizo un fraccionamiento primario del extracto teniendo como
objetivo la identificacion de las fracciones activas, de las cuales en un futuro,

podria aislarse algin compuesto puro responsable de la actividad.

El fraccionamiento se realiz6 por medio de una columna abierta de silica
gel, a partir de 28 g del extracto metandlico. Se comenzo a eluir con un disolvente

de baja polaridad y se fue aumentando la polaridad del sistema de elucién.

Al finalizar este procedimiento se obtuvieron 12 fracciones (F1 a F12) y
guedé un residuo solido en el punto de aplicacién, sobre la silica, que no eluy6 con
ninguno de los sistemas de elucion utilizados, por lo que ese sélido se recupero y
se considerd como la ultima fraccion (F13). Se redujo el volumen de las fracciones
con un rotaevaportador y posteriormente se secaron a temperatura ambiente para
obtener el peso de cada fraccion y su correspondiente rendimiento con respecto al

extracto metanolico (Tabla 7).

Para monitorear el fraccionamiento se realiz6 un analisis por cromatografia
en capa fina, en la Figura 28 se puede apreciar el perfil cromatogréfico del extracto
metandlico integro junto con las fracciones obtenidas a partir del fraccionamiento

primario.
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Tabla 7. Peso y rendimiento de las fracciones obtenidas en el Fraccionamiento del

extracto metanolico de C. procera

Fraccion Sistema de elucion Peso (mg) Rendimiento (%)
F1 Hexano 22.7 0.08
F2 Acetato de etilo 504.3 1.80
F3 Acetato de etilo 166.6 0.56
F4 Acetato de etilo 204.8 0.73
F5 Acetato de etilo 102.5 0.37
F6 Acetato de etilo-Metanol (1:1) 10.7 0.04
F7 Acetato de etilo-Metanol (1:1) 2749.9 9.82
F8 Acetato de etilo-Metanol (1:1) 1858.3 6.64
F9 Acetato de etilo-Metanol (1:1) 16274.5 58.12

F10 Acetato de etilo-Metanol (1:1) 1253.7 4.48
F11 Etanol 955.5 3.41
F12 Etanol 70% 1846.8 6.56
F13 266.3 0.95

Por medio del andlisis por cromatografia en capa fina se determin6 que la
composicién de cada una de las fracciones primarias del extracto metandlico es
diferente entre si y que efectivamente poseen una complejidad metabdlica mucho
menor comparada con el extracto integro. Sin embargo, aln presentan muchos
compuestos y se requerird de mas fraccionamientos para lograr la obtencién de

productos puros.
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MET F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13

MET F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 Fl11 F12 F13

F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13

Figura 28. Andlisis por cromatografia en capa fina del fraccionamiento primario del extracto
metandlico de C. procera. Sistema de elucién: Hexano-Acetato de etilo-Metanol (5:3:2).
(A) Revelada con sulfato sérico. (B) Luz UV 254 nm. (C) Luz UV 365 nm.
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De las fracciones obtenidas a partir del fraccionamiento primario del
extracto metandlico de C. procera se determiné la actividad gastroprotectora en
busqueda de una fraccion con una menor complejidad metabdlica comparada con
el extracto integro, pero que conservara o mejorara la actividad antiulcerogénica
observada. Ademas, se determiné la actividad anti H. pylori de estas fracciones,
ya que Escobedo-Hinojosa y colaboradores en 2012 reportaron que el extracto

metandlico de C. procera posee una actividad considerable contra esta bacteria.

5.5.1. Actividad gastroprotectora de las fracciones del extracto

metanolico

Se evalué la actividad antiulcerogénica de las fracciones a una
concentracion de 100 mg/kg en un modelo de ulcera aguda inducida por etanol
absoluto en raton. No fue posible evaluar la actividad de las fracciones F1 y F6,
debido a que el rendimiento en ambos casos resulté ser muy bajo. Los resultados
mostraron que la fraccion F7 presentd la mejor actividad gastroprotectora, con un
porcentaje de gastroprotecciéon de 65.78 + 6.49%, que es una actividad muy
similar a la del extracto integro. Ademas, las fracciones F3, F4, F5, F8 y F9
también presentaron una actividad antiulcerogénica considerable (Tabla 8 y Figura
29). En la Figura 30 se muestran imagenes representativas de los estdbmagos

después de su tratamiento con las fracciones.

Tabla 8. Porcentaje de gastroproteccién de las fracciones obtenidas a partir del

fraccionamiento primario del extracto metandlico de C. procera

Tratamiento % Gastroproteccion

MET 64.71 + 3.69
F1 ND
F2 0.00 +22.73
F3 43.31 +11.93
F4 41.92 + 14.10
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Tabla 8. Continuacién. Porcentaje de gastroproteccion de las fracciones obtenidas

a partir del fraccionamiento primario del extracto metanélico de C. procera

F5 29.64 +16.29
F6 ND

F7 65.78 + 6.46
F8 36.34 +7.73
F9 43.38 + 6.50
F10 20.13 +10.59
F11 0.00 +21.27
F12 0.00 £15.81
F13 11.06 +12.39

ND: No determinado

Los resultados se reportan como el promedio + E.E.M., con n = 8.
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Figura 29. Efecto gastroprotector de algunas de las fracciones del extracto metandlico de
C. procera. C(-): control negativo (solucién salina), CAR: carbenoxolona, MET: extracto metandlico,
F2 a F13: fracciones. Los resultados se reportan como el promedio + E.E.M., con n = 8. * p < 0.05;
**p < 0.01; * p < 0.001; el analisis estadistico realizado consistid6 en un analisis de varianza

seguido de una comparacién mdltiple de medias de Dunn.
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Figura 30. Fotos representativas de la actividad gastroprotectora de las fracciones obtenidas a
partir del fraccionamiento primario del extracto metandlico de C. procera. CAR: carbenoxolona,
MET: extracto metandlico, F2 a F13: fracciones.
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Al realizar los ensayos de gastroproteccion de las fracciones primarias se
pudo detectar actividad antiulcerogénica, en varias de ellas, las cuales, de acuerdo
con el analisis cromatografico, tiene una composicion diferente (por ejemplo F3 y
F7), lo que sugiere que existe mas de un compuesto que proporciona este efecto
antiulcerogénico, resultado que concuerda con lo propuesto por Rosas-Acevedo
en el 2010 quienes encontraron que el extracto metandlico integro pierde su
actividad antiulcerogénica al realizar una particion en fracciones de acetato de etilo
y metanol, con lo que sugieren que mas de un compuesto debe estar presente

para mantener la actividad que se reportd para su extracto metandlico.

Por otra parte, se han aislado e identificado algunos compuestos de esta
especie. Uno de ellos es B-sitosterol, compuesto que ha sido identificado y aislado
a partir de extractos de baja polaridad de la corteza de C. procera (Rosas-
Acevedo, et al.,, 2010, Rodriguez-Lopez, et al.,, 2006). A este compuesto se le
atribuyen diferentes actividades, entre ellas se ha reportado que posee actividad
antiulcerogénica en un modelo de uUlcera inducida por acido acético (Ling y Jones,
1995) y en un modelo de Ulcera inducida por etanol en rata (Navarrete, et al.,
2002), en este ultimo trabajo se reportd6 que [-sitosterol mostré una

gastroprotecciéon del 85.7 + 6.3% a una dosis de 100 mg/kg.

Tomando en cuenta estos antecedentes y considerando que, de acuerdo
con el analisis cromatografico, el extracto metandlico tiene la capacidad de
arrastrar compuestos poco polares, se decidié6 buscar el B-sitosterol dentro de
alguna de las fracciones primarias del extracto metandlico, ya que se trata de un
compuesto de mediana polaridad y, de esta manera, poder identificar al
B-sitosterol como uno de los agentes responsables de la actividad antiulcerogénica

de este extracto.

Se utilizé una referencia de B-sitosterol para realizar otro analisis por
cromatografia en capa fina y determinar la presencia de este compuesto dentro

del el extracto metandlico o alguna de sus fracciones. De acuerdo a este analisis,
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B-sitosterol solo se encuentra presente en las F2, F3, F4 y F5 siendo la F2 la
fraccion en donde aparentemente se encuentra en mayor proporcién, en

comparacion con F3, F4 y F5 (Figura 31).

Dos de las fracciones en donde se encontré la presencia de [3-sitosterol, es
decir las fracciones F3 y F4, presentaron actividad antiulcerogénica con un
porcentaje de gastroproteccion de alrededor del 40%. Debido a que se sabe que
B-sitosterol posee actividad gastroprotectora, puede pensarse que este compuesto
sea, al menos en parte, responsable de la actividad a estas dos fracciones, ya
gue, hasta el momento, no se sabe si existan otros compuestos que les confieran

esa actividad y en qué proporcion se encuentren.

A pesar de que el B-sitosterol se encuentra presente en la F2 vy
aparentemente en mayor proporcion que en F3 y F4, ésta no muestra actividad
gastroprotectora. Esto puede deberse a que exista algin compuesto dentro de
esta fraccidbn que de alguna manera esté enmascarando la actividad del B-
sitosterol o que la concentraciébn a la que se encuentra no sea suficiente para
poder detectar su efecto gastroprotector previamente reportado (Navarrete, et al.,
2002)

El B-sitosterol, al tratarse de un compuesto con actividad gastroprotectora,
podria, en parte, estar contribuyendo en el efecto antiucerogénico del extracto
metandlico integro, sin embargo, el B-sitosterol se encuentra en concentraciones
muy bajas dentro del extracto metandlico (como componente de F2, F3, F4 y F5,
gue juntas representan solo el 3.5 % del extracto integro de acuerdo al
rendimiento del fraccionamiento). Por otra parte, debe tomarse en cuenta que
existen otras fracciones, como la F7 (libre de B-sitosterol), que poseen un mayor
rendimiento y una mejor actividad gastroprotectora, por lo que, en términos de

rendimiento-actividad son mas representativas que el B-sitosterol, en esta especie.
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Revelado con vainillina UV 254 nm UV 365 nm

'MET B F1 F2 F3 F4 F5 MET B F1 F2 F3 F4 F5 MET B F1 F2 F3 F4 F5

Figura 31. Analisis por cromatografia en capa fina del extracto metandlico y las fracciones F1 a F5
comparados con una referencia de B-sitosterol. Sistema de elucién: Hexano-Acetato de etilo-
Metanol (5:3:2). Revelada con vainillina y luz UV 254 y 365 nm. MET: extracto metandlico;

B: B-sitosterol; F1-F5: fracciones.

5.5.2. Determinacion de la actividad anti-H. pylori de las fracciones

primarias del extracto metandlico de C. procera

Considerando que la infeccion por H. pylori es el principal agente causal de
las Ulceras pépticas (Atherton, 2006) y que se ha reportado que el extracto
metandlico de C. procera posee actividad contra esta bacteria (Escobedo-
Hinojosa, et al., 2012), se decidi6 determinar la actividad anti-H. pylori de las
fracciones primarias del extracto metanodlico, en busqueda de fracciones, que
posean una menor complejidad metabdlica que el extracto integro, en las que se
mejore la actividad contra esta bacteria y que podrian ser una fuente para el

aislamiento de compuestos con actividad anti-H. pylori.

Se determind la actividad que tiene el extracto metandlico integro y las
fracciones obtenidas del fraccionamiento primario de este extracto contra el
crecimiento de la bacteria H. pylori. Para darle validez a este ensayo, se usaron 3

antibioticos de referencia, metronidazol, claritromicina y amoxicilina.
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Primero se determind la actividad del extracto metandlico integro para
compararla con la actividad reportada en la literatura. Se obtuvo una CMI = 125
pg/mL, esta actividad es mayor a la determinada por Castillo-Juarez y
colaboradores en el 2009 (CMI > 500 pg/mL), pero menor a la reportada por
Escobedo-Hinojosa y colaboradores en 2012 (CMI = 62.5 ug/mL), a pesar de que
se utilizé el mismo método de estudio que en estos dos trabajos. Estas diferencias
en la actividad pueden deberse a la preparacion misma del extracto metandlico, ya
gue la cantidad o proporcion de los metabolitos activos extraidos en cada muestra
puede variar en funcion del tiempo y la calidad de la extraccién, asi como de la

época del afio en la que se recolecto la corteza.

En cuanto al efecto anti-H. pylori del fraccionamiento primario, se encontrd
gue las fracciones de menor polaridad poseen una buena actividad. El efecto que
tienen estas fracciones (CMI = 62.5 pg/mL para F1 y CMI = 31.25 pg/mL para F2 a
F6) frente a la bacteria puede considerarse como bueno, si lo comparamos con la
actividad de uno de los farmacos de referencia utilizados, el metronidazol, el cual
es uno de los antibioticos mas utilizados para la erradicacién de H. pylori y que
tiene una CMI de 300 pg/mL (Tabla 9).

No fue posible determinar la CMI de las fracciones mas polares (F7, F8, F9,
F10, F11, F12 y F13) ya que la concentracion mas alta probada fue 125 pg/mL
(Tabla 9). A esta concentracién se logra apreciar cierto efecto inhibitorio, sin
embargo no se llega evitar por completo el crecimiento de esta bacteria. Otro
problema que surgi6 al trabajar con algunas de las fracciones (F12 y F13) fue su
baja solubilidad. No se evaluaron concentraciones por encima de 125 pg/mL
debido a que ésta es la CMI del extracto integro por lo que un valor arriba de éste

no resulta de interés.
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Tabla 9. Actividad anti-H. pylori del extracto metandlico integro y sus fracciones

primarias
Tratamiento MIC (pg/mL)

Extracto metanolico 125
F1 62.5

F2 31.25

F3 31.25

F4 31.25

F5 31.25

F6 31.25

F7 >125

F8 >125

F9 >125

F10 >125

F11 >125

F12 >125

F13 >125
Metronidazol 300
Claritromicina 0.5
Amoxicilina 0.05

El fraccionamiento primario del extracto metandlico, permiti6 obtener
fracciones que poseen una mejor actividad anti-H. pylori, en comparacion con el
extracto integro. Esto se debe a que, al tener una menor complejidad metabdlica,
la proporcion de €l o los compuestos activos dentro de cada fraccion es mayor que

en el extracto integro.

Por otro lado, el rendimiento de estas fracciones activas es muy bajo. Si
todas las fracciones con actividad anti-H. pylori se juntaran (F1 a F6) solamente

representarian el 3.6% del extracto integro, por lo que el extracto metandlico no
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puede considerarse como una fuente potencial para aislar compuestos anti-H.
pylori, debido a que el rendimiento seria demasiado bajo. Sin embargo, no puede
descartarse que al utilizar el extracto integro, aunque los compuestos activos se
encuentren en muy baja concentracion, puedan llegar a ejercer su efecto in vivo,

tal y como sucedi6 en los ensayos in vitro.

De esta manera, el extracto mentanolico no solo podria ser considerado
como parte de un tratamiento de Ulceras de etiologia no bacteriana, sino también
como parte de un tratamiento integral en Ulceras de etiologia bacteriana

generadas por la presencia de H. pylori.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento
acerca de los mecanismos farmacolégicos involucrados en la actividad

antiulcerogénica de C. procera, especificamente del extracto metandlico.

El efecto gastroprotector del extracto metandlico esta relacionado con los
cuatro mecanismos estudiados, teniendo mayor impacto la participaciéon de las

prostaglandinas endogenas y el 6xido nitrico.

La administracion del extracto metandlico a las dosis de 10, 100 y1000
mg/kg por 20 dias no produjo la muerte a los individuos de experimentacion, ni

produjo signos de toxicidad.

La administracion por 20 dias consecutivos del extracto metandlico
favoreci6 el proceso de resolucién de Ulcera gastrica, en términos de disminucion

del numero y longitud de las mismas.

Las fracciones F7 a F9 mostraron tener una buena actividad
gastroprotectora y con un buen rendimiento. Las fracciones F2 a F6 mostraron una
muy buena actividad anti-H. pylori pero con un rendimiento muy bajo. Por lo que
es muy probable que las actividades correspondientes sean debidas a

compuestos diferentes.

Los resultados obtenidos aportan datos importantes en la validacion del uso
etnomédico que se le da a C. procera dentro de la medicina tradicional mexicana

como tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

El efecto gastroprotector, de resolucién de Ulceras gastricas y la actividad
anti-H. pylori del extracto metandlico, asi como su falta de toxicidad bajo el modelo

estudiado, sugiere la posibilidad de considerarlo como una fuente potencial para el
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desarrollo de nuevos agentes antiulcerogénicos e integrante de las terapias para
el tratamiento de la Ulcera gastrica de etiologia no bacteriana y muy posiblemente

de etiologia bacteriana.
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7. Perspectivas

o Estudiar el efecto resolutivo de Ulcera gastrica del extracto

metandlico en un modelo de infeccién por H. pylori.

. Evaluar el efecto de este extracto en la resolucibn en un

modelo de Ulcera gastrica crénica.
o Continuar con el fraccionamiento del extracto metandlico para

aislar e identificar €l o los compuestos responsables de la actividad

gastroprotectora
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