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1. INTRODUCCION.

Desde hace mas de un siglo las enfermedades del tracto gastrointestinal como
Ulceras, gastritis, sindrome de colon irritable, etc. constituyen una causa muy
importante de morbilidad y mortalidad en México. Uno de los mecanismos que se
creian hasta 1982 era que este tipo de afecciones eran provocadas por el estilo de
vida del paciente (estrés, consumo de tabaco, uso de AINES y tipo de
alimentacion) en donde la estimulacidon del sistema nervioso generaba la
produccion masiva de jugos gastricos y en particular del &cido clorhidrico, lo que
provocaba un dafio en el tejido celular (Sanchez Garay 2010). Los farmacos
utilizados para estas afecciones, presentaban compuestos cuyo pH era de tipo
alcalino como las sales de aluminio y magnesio, disminuyendo la sensacion de
malestar pero provocando efectos de rebote. En la actualidad, la fitofarmacologia
nos permite realizar estudios para evaluar componentes naturales (ya sean frutos
o plantas) que puedan tener efectos terapéuticos. Es por esta razon que el
presente proyecto se enfocé a evaluar el efecto gastroproctector de la infusién de
las hojas de zarzamora (Rubus fructicosus), en ratas, mediante un modelo de
induccién quimico de Ulceras gastricas, asi como determinar la concentracion letal
50 (CL50) mediante un bioensayo con Artemia salina; ya que a esta planta se le
han adjudicado efectos como: antihemorragica ya que detiene cantidades
pequefias de sangre en heridas menores, ulceraciones cutaneas, estomatitis,
glositis, y Ulceras bucales, ademas debido a sus componentes como el acido
citrico isocitrico, terpenoides acidos, taninos flavonoides, y agentes antioxidantes,
ademas de tener la capacidad de regeneracién de la mucosa intestinal y la
cicatrizacion como también un agente gastroprotector. Los resultados obtenidos
mediante cortes histoldgicos asi como la medicion de las areas de las lesiones en
los estdbmagos demostraron que la decocciébn de las hojas de zarzamora
disminuye el grado y el nUmero de lesiones, lo cual sugiere un posible efecto

gastroprotector ademas de ser una alternativa para el tratamiento de la gastritis.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estdbmago de rata

2.1.1 Anatomia

El estbmago es una dilatacién caracteristica del tubo digestivo en forma de J,
interpuesto entre el esoéfago y el duodeno, donde se acumulan los alimentos y
cuya mucosa segrega un jugo digestivo potente (Garnica 2009). Ocupa casi todo
el hipocondrio izquierdo y una gran parte del epigastrio. Esta situado parcialmente,
en el receso su frénico izquierdo, arriba del meso colon transverso, debajo del

higado y del diafragma (Navarro 2009).

El tamafio y la posicion del estbmago son objetos de variacion considerable,
dependiendo no solo del peso del animal, sino de su estado fisiolégico. El
estdmago tiene dos partes, una porcién granular y otra no granular con una pared
muy delgada siendo esta parte recubierta, al igual que el eso6fago, por epitelio

escamoso estratificado (Quezada, 1997; Garnica, 2009).
2.1.1.1. Descripcion y configuracién externa
La configuracion externa del estbmago se puede clasificar en (Figura 1):
a) Porcién vertical, la cual consta del
e fundus gastrico
e cuerpo gastrico.
e extremidad inferior.
b) Porcién pildrica (Latarjet y Ruiz 2008)
c) Curvatura mayor (Alvarez y Diaz 2007)

d) Curvatura menor (Alvarez y Diaz 2007)

e) Cardias. (Alvarez y Diaz 2007)
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f) Piloro (Latarjet y Ruiz 2008).

esofago
estomago =
- FUNDUS
parte aglandular Gt
esofago .7 M3 <-—-curvatura
curvatura-—> Ry mayor - CUERPO

menor

L ek % parte glandular

-

,-'/
o <——-duodeno

duodeno

capas musculares
(oblicua, circular y longitudinal)

Figura 1. Configuracién del estobmago (Sistemas de nutricion, 2013) (Universidad de
Ciencias Veterinarias, FCV UBA 2009) (Ver texto).

Ademas de la configuracion externa, el estbmago consta de una parte muy

esencial para su motilidad y secrecion del acido clorhidrico (HCI) que es la pared
gastrica.

2.1.1.2 Pared gastrica

La pared gastrica comprende cuatro capas (Figura 2) que, de la mas superficial a
la mas profunda, son (Latarjet y Ruiz 2008):

a) Capa serosa.

Superficial, formada por el peritoneo.

b) Capa muscular.

Es gruesa, con tres planos de fibras musculares lisas:
e Superficial o longitudinal (Navarro, 2009; Latarjet y Ruiz 2008)
e Circular o media (Navarro, 2009; Latarjet y Ruiz 2008)
e Oblicua o profunda (Navarro, 2009; Latarjet y Ruiz 2008)

@
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c) Capa submucosa.
Esta formada por conectivo laxo con numerosos linfocitos y células
plasmaticas. Contiene numerosos vasos sanguineos Yy linfaticos (Universidad
de Ciencias Veterinarias, FCV UBA 2009).

d) Capa mucosa.

La mucosa gastrica es una capa gruesa, blanda y aterciopelada, de color rojizo
en la region corpofundica y rosada en la antral (Navarro, 2009). La mucosa
gastrica se divide en regiones secretoras y no secretoras de acido (Soybel,
2005). Esta formada por un epitelio simple de células cilindricas altas que
forma pliegues muy compactados. En las zonas mas profundas de esos
pliegues se forman las fositas gastricas o foveolas, cavidades en las que
desembocan las glandulas gastricas. Estas son tubulares simples o
ramificadas. El epitelio de las foveolas estd formado por células de
revestimiento secretoras de moco que lubrican la superficie de la mucosa, y la
protegen de posibles lesiones (Universidad de Ciencias Veterinarias, FCV UBA
2009).

\.&AQ. - '\.'\\‘v
.z! F05|tas
gastrlcas '

A i
Muscular 7 4 .'}

de Ia mucosa u ‘?.‘ :ﬁ; Glandulas gastrlcas
; ‘f tuary ?‘ o &
".’ ,

< ) e At

RSO0 Ep|teI|o‘ - iy -
& "-vl e "jf*“'"“'i 2 i 73.3
e .b«'l."' ',. WVl ms":-w.::. 5‘ s o é. i

Figura 2. Capas de la pared géstrica (Facultad de Biologia, Universidad de Vigo
2009)(Ver texto).
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Microscépicamente, la mucosa gastrica estda compuesta por 3 capas
(Navarro, 2009):

a) Epitelio, dispuesto en:
e Una capa de revestimiento superficial con células secretoras de moco
(Tabla 1).

Tabla 1. Tipos celulares de mucosa gastrica: productos de secrecion y ubicacion.
(Navarro, 2009).

Secrecion Localizacion predominante
- Pepsina
Principales _ Cuerpo y fundus
Renina
Parietales Acido clorhidrico
. o Cuerpo y fundus
u oxinticas Factor intrinseco
Mucosas Moco Cardias
Enteroendocrinas Gastrina Antro-piloro
GyD Somatostatina Cuerpo y fundus

e Glandulas que contienen los diferentes tipos celulares, y si bien se hallan
presentes en toda la mucosa gastrica, existen areas de claro predominio
(Figura 3) (Navarro, 2009).
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/ histamina
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Figura 3. Glandulas o células principales del estdmago (Corpus Center s.f., 2013)
(Ver texto).

En toda la longitud del aparato gastrointestinal, las glandulas secretoras favorecen
dos funciones fundamentales. La primera es la secrecién de enzimas digestivas. Y
la segunda es la secrecién del moco para la lubricacion y proteccion de todas las
regiones del aparato digestivo. La mayor parte de las secreciones gastricas se
forma solo como respuesta a la presencia de alimentos en el aparato digestivo. El
estdbmago secreta jugo gastrico el cual contiene una variedad de sustancias,
como: cationes: Na*, K*, Mg®*, H*, (pH aproximado, 1.0), aniones: CI, HPO,%,

S0.%, pepsina, lipasa, moco y factor intrinseco (Navarro 2009).

b) Lamina propia: Tejido conectivo laxo que actia como soporte del epitelio,

contiene tejido linfoide, y pequeios vasos y nervios (Navarro, 2009).

c) Muscular de la mucosa: Estrato delgado de musculo liso, que rodea la base
glandular (Figura 4) (Navarro, 2009).
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Figura 4. Anatomia general del estobmago (Casco, 2011) (Ver texto).

Lo anterior corresponde a la anatomia general del estbmago pero a continuacién
se dira la parte fisiolégica, como la regulacion de la secrecion del HCI desde los
secretogogos entre otras funciones.

2.1.2 Fisiologia

El estbmago presenta varias funciones entre las cuales estan: actuar como
depdsito de las grandes cantidades de alimentos ingeridas en cada comida,
fragmentar el alimento en particulas pequefias y mezclarla con las secreciones
gastricas, vaciar el contenido géstrico al duodeno a una velocidad controlada
ademas de proveer una barrera que prevenga el paso de microorganismos al
intestino y mantener una mucosa protectora contra agresiones enddgenas y

exogenas (Rodriguez, 2010).

2.1.2.2. Secrecion acido-gastrica debida a alimentos y bebidas alcohélicas
Ademas de los alimentos, las bebidas alcohdlicas, como la cerveza y el vino tinto,

tienen una gran potencia como secretagogos tanto en humanos como animales.
Tras la administracion de estos secretagogos, entre 30 y 45 min, después se

estimula de manera importante la secrecion acida gastrica en modelos animales.
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Durante la secrecidén activa se observan concentraciones elevadas de gastrina
sérica, lo que indica el efecto estimulador de la bebida alcohdlica en la secrecién
acida debido no solo al alcohol sino a otras sustancias como son las xantinas,

principalmente la cafeina (Marin 2008; Méndez y Uribe 2005).

2.1.2.3. Mecanismos de proteccion de la mucosa gastrica
Los factores protectores mas importantes se alojan en las células de la mucosa

gastrica que secretan moco, en sus dos fases tanto en solucién como un gel. El
moco constituye una barrera mas eficaz de proteccion gastrica contra la accion del
acido. lgualmente importante es la produccion del HCOj3™ en la célula de la mucosa
y sSu paso a la luz gastrica, donde entra en contacto con los hidrogeniones
producidos por la célula parietal, formando agua e hidroxido de carbono
impidiendo que éstos (el H"), al unirse con el cloro (CI), formen mayor cantidad de
HCI. El flujo sanguineo constituye un importante mecanismo protector del estimulo
acido, ya que transporta la sangre rica en oxigeno y las sustancias, como las
prostaglandinas, que impiden la perpetuacion de la secrecién &cida. Igualmente,
impiden la hipoxia local que podria favorecer el mal funcionamiento de
mecanismos defensores locales como, por ejemplo, la renovacion celular (Ancheta
y Guzman, 2011). La secrecién de HCI se realiza en tres fases, las cuales se

describen a continuacion.

2.1.3 Fases y regulacion de la secrecion de acido

La secrecion de &cido, ha sido dividido en tres fases interrelacionadas, una

cefélica, otra gastrica y la intestinal (Figura 5) (Rodriguez, 2010).

a) En la fase cefalica, la simple imaginacion o percepcion visual de la comida es
capaz de aumentar el estimulo vagal e iniciar la actividad gastrointestinal, asi

como el oler, probar o tragar (Rodriguez, 2010).

b) La fase gastrica es producto del efecto quimico de los alimentos y la distension
gastrica, donde la gastrina parece ser su principal mediador (Rodriguez, 2010).
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c) La fase intestinal, es responsable sbélo de una pequefia proporcién de la
secrecion de acido en respuesta a la comida, y sus mediadores aun estan en

controversia (Rodriguez, 2010).

Centro vagal
el bulbo Fase cefalica a través
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El parasimpatico
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—%Fibra de pepsina y acido
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Intestino delgado hormonales

Figura 5. Fase de regulacién nerviosa de la secrecién gastrica (Guyton y Hall 2012)
(Ver texto).

Por otro lado, la formacién de &cido incluye los siguientes pasos:
a) La entrada al canaliculo principalmente de cloruro de potasio (KCI) y cloruro
de sodio (NacCl).

b) El agua se disocia en iones hidréxido e hidrégeno, los cuales son secretados
hacia el canaliculo en intercambio por iones potasio mediante la H-K-ATPasa.
El HCI es entonces secretado por el extremo abierto del canaliculo hacia el

lumen glandular.

g Pagina 20



c) El agua pasa hacia el canaliculo mediante 6smosis debido a los iones ya
secretados hacia el canaliculo. Asi la secrecion final contiene agua, HCI (150-
160mEg/L), KCI (15mEqg/L) y una pequeiia concentracion de NacCl.

d) Por ultimo, el diéxido de carbono (CO,), se combina bajo la influencia de la
anhidrasa carbdnica con los iones hidroxil para formar HCOs", los cuales
difundiran hacia el liquido extracelular en intercambio por iones CI (Figura 6)
(Rodriguez, 2010).

BOMBA H*-ATPasa

Lumen del estémago

Cl permeasa ! H Bomba H*-ATPasa

ATP  ADP + Pi

+

H
H 20 Anhidrasa
_ carbonica
CI” HCOs <3iké:/éo2

Proteina
intercambiadora
de aniones

or »HCOy e

sangre

Figura 6. Secrecién del HCI en el estobmago (Lopez, 2013) (Ver texto).

Por lo que al alterar la regulacién de la secrecion del HCI en el estbmago ya sea
por consecuencia de una bacteria, del incremento de produccion del HCI se
tendran varias consecuencias como son las enfermedades gastrointestinales
principalmente gastritis y Glceras.
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2.2 Enfermedades gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales son enfermedades de origen multifactorial
que se caracterizan desde el punto de vista anatomopatolégico por la lesién
localizada y en general solitaria de la mucosa del estomago o del duodeno
y que se extiende, como minimo, hasta la muscularis mucosae (Ancheta y
Guzman, 2011).

Las enfermedades gastrointestinales son un problema muy grave en México, al
revisar la situacion epidemioldgica en el afio 2003 de las Ulceras, gastritis y
duodenitis se reportaron 1, 335,714 casos y una incidencia de 128,171 casos.
Para el 2008 se mantuvieron en el mismo lugar con 1, 523,116 casos y una
incidencia de 1 767.07 por 100,000 habitantes. Durante este periodo el
comportamiento epidemiolégico fue ascendente (Figura 7) (Sanchez, 2010).
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Figura 7. Casos e incidencias de las enfermedades gastrointestinales en México
(Sanchez, 2010) (Ver texto).

Estas incidencias, de los trastornos acido pépticos influyen en la calidad de vida y
la productividad de los afectados, son causas comunes e importantes de
morbilidad y mortalidad (Martinez, y otros 2010). Uno de estos trastornos es la

gastritis.
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2.2.1 Gastritis

El término gastritis significa literalmente inflamacion del estbmago, dentro de esta
denominacion se incluyen todas aquellas enfermedades inflamatorias agudas o
cronicas, focales o difusas que afectan al estbmago. Por lo tanto, no se trata de un
proceso patolégico homogéneo, sino uno heterogéneo, como un grupo de
enfermedades de etiologia y mecanismos patogénicos multifactoriales, que puede
tener alteraciones macroscopicas y/o microscopicas de la mucosa que recubre
interiormente el estdbmago. Debido a la variedad de factores que provocan
gastritis, esta clasificada de acuerdo al sistema Sydney (Casco, 2011; Gutiérrez,
2011).

2.2.1.1 Clasificacion de la gastritis

La clasificacion de la gastritis fue descrita en Sydney, en 1990, y es denominada
mundialmente como sistema Sydney; el cual establece una divisién histolégica y
endoscopica, ambas basadas en caracteristicas topograficas, morfologicas, y
etiologicas. Desde el punto de vista nosoldgico, la divide en gastritis aguda,

cronica y especifica o especiales (Cordova y De la Torre 2009; Gutiérrez, 2011).

2.2.1.1.1 Gastritis aguda

Es la forma mas habitual de gastritis, se caracteriza por inflamaciéon de la mucosa
acompafada por el desarrollo de mdultiples erosiones, las mismas que aparecen
como lesiones hemorragicas multiples, bien definidas y de maximo 3 a 5 mm de
diametro, pueden también aparecer como auténticas ulceras lo cual da lugar a
hemorragias de mayor o menor intensidad. MicroscOpicamente las erosiones
pueden mostrar necrosis en la mucosa que no sobrepase la muscularis mucosae.
Este tipo de afeccion presenta sintomas tipicos como nauseas, vomitos, eructos
acidos, dolor en el epigastrio y pérdida de apetito (Cordova y De la Torre 2009 ). Y
ésta se subdivide en:

e Gastritis erosiva hemorragica (Figura 8)

e Gastritis aguda flemonosa supurativa
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Figura 8. Gastritis aguda erosiva hemorragica (Casco, 2011).

2.2.1.1.2. Gastritis cronica
Es una inflamacion de la mucosa gastrica que se presenta gradualmente, y que

persiste durante un tiempo prolongado provocando lesiones de caracter
irreversible. En el origen del trastorno pueden involucrarse diversos factores, como
el consumo reiterado de sustancias o farmacos irritantes de la mucosa gastrica
(alcohol, nicotina, antiinflamatorios), bebidas muy frias o muy calientes, reflujo
biliar desde el duodeno, trastornos autoinmunes o infecciones por bacterias como
Helicobacter pylori (H. pylori) que son las mas frecuentes (Cordova y De la Torre
2009. Por lo tanto se subdivide en:

e Gastritis crénica por H. pylori

e Gastritis cronica autoinmune

e Gastritis hipertréfica

2.2.1.1.3. Gastritis especificas

Este grupo incluye patologia de la mucosa géstrica cuya etiologia es una causa
especifica, no comparte las mismas caracteristicas de grupos anteriores, se
clasifican en

e Gastritis linfocitica

e Gastritis eosinofilica

e Gastritis granulomatosa
e Gastritis colagenosa
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2.2.2 Ulcera

La Ulcera es una pérdida de sustancia en la mucosa, que se extiende por lo menos
hasta la muscularis mucosae y que se localiza siempre en regiones del tracto
digestivo expuesta a la accion del HCl y precisa como sustrato la existencia de
mucosa gastrica o de é&reas de metaplasia gastrica. Cuando la pérdida de

sustancia no alcanza la submucosa, se habla de erosiones, en lugar de Ulceras.

El desarrollo de la ulcera se produce como consecuencia de la pérdida de la
situacion de equilibrio, que en condiciones normales se logra a través de los
mecanismos fisioldgicos que gobiernan la funcién de la mucosa géstrica y su
constante reparacion ante los agentes agresivos (Luis 2008); Los mecanismos
defensivos o protectores de la mucosa gastrica reflejan la capacidad del huésped
para protegerse de los efectos nocivos de los factores agresivos. Las
prostaglandinas defienden la mucosa inhibiendo directamente la secrecion acida a
nivel de las células parietales, aumentando la produccién del HCO3~ y moco
mejorando el flujo sanguineo de la mucosa. Las principales localizaciones son el
estdbmago y el duodeno; en este Ultimo caso, las lesiones suelen situarse en la

primera porcién duodenal (Cilleruelo y Fernandez 2002)

2.2.2.1 Clasificacion de ulcera gastrica

2.2.2.1.1 Ulceras primarias
La localizacion mas frecuente de este tipo de Ulceras es el duodeno. Entre ellas se

incluyen las producidas por H. pylori.

Existen Ulceras H. pylori negativas cuya causa es desconocida, por lo que también
se denominan idiopéticas. El caracter diferencial respecto a las anteriores es que
no presentan nodularidad, la gastritis estd practicamente ausente y con cierta
frecuencia su forma de presentacién clinica es una hemorragia digestiva

(Cilleruelo y Fernandez 2002).

2.2.2.1.2 Ulceras secundarias
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Aparecen en presencia de factores ulcerogénicos identificables, diferentes a la
existencia de H. pylori. Suelen ser de caracter agudo y su localizacion es mas

frecuente en estbmago que en duodeno (Cilleruelo y Fernandez 2002).

Acido Acetil salicilico y los farmacos analgésicos AINES (analgésicos
antiinflamatorios no esteroidales) causan lesién directa en la mucosa gastrica pero
también, y lo que es clinicamente mas relevante dado que por via parenteral
producen los mismos efectos que por via no parenteral, van a alterar los
mecanismos protectores a través de una disminucién de la secrecion del HCOj3".
Ambos farmacos causan dafio micro vascular y retrasan la cicatrizacion del
epitelio. Otros farmacos capaces de producir lesiones gastricas son el acido
valproico, agentes quimioterapéuticos, el KCI y el alcohol. Los estudios sobre la
accion de los corticoides son poco concluyentes y se piensa que pueden lesionar
la mucosa géastrica muy ocasionalmente a dosis elevadas (Cilleruelo y Fernandez
2002).

Las clasificaciones de la Ulcera gastrica que se encuentran en la bibliografia
son innumerables, sin embargo la clasificacibn de Johnson (Tabla 2) es la

mas utilizada (Ancheta y Guzman, 2011).

Tabla 2. Clasificacion de Johnson de las ulceras gastroduodenales (Ancheta y
Guzman, 2011).

Clasificacion Descripcion |

TIPO | Ulceras unicas en la curvatura menor

TIPO I Ulceras gastricas asociadas con Ulceras duodenales
TIPO Il Ulceras pre-piléricas

TIPO IV Ulcera géstrica alta (cerca al fondo)

TIPOV Estébmago con ulceras mdultiples
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Esta clasificacién describe y explica de forma fisiopatolégica sus origenes (Figura
9), y, recientemente fueron agregados los tipos IV y V (Ancheta y Guzman, 2011).

Figura 9. Clasificacion de dulceras gastroduodenales de Johnson (Ancheta y
Guzman, 2011) (ver texto).

2.2.2.3 Evolucién de la ulcera
La Ulcera gastrica presenta un ciclo evolutivo descrito por Sakita-Miwa y por eso

lleva su nombre de. Las fases de este ciclo evolutivo se describen en la Tabla 3.

Tabla 3 Ciclo evolutivo de Sakita-Miwa (Dr. Firman 2011).

Estadios Manifestacion

Activa

Al La mucosa que rodea esta edematosamente hinchada y el epitelio de
regeneracion no es visto endoscépicamente

A2 El edema que la rodea se ha reducido, el margen de la ulcera es claro,

y una ligera cantidad de epitelio de regeneracién se ve en el margen
de la dlcera. Un halo rojo en la zona marginal y una escara blanca
circular en el margen de la Ulcera son visualizados frecuentemente.
Por lo general, la convergencia de los pliegues de la mucosa puede
ser seguidas hasta el margen de la tlcera

Cicatrizaciéon

H1 Una fina capa blanca de regeneracion del epitelio se esta extendiendo

en la base de la ulcera. El gradiente entre el margen de la Ulcera y la
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base de la Ulcera se esta convirtiendo en plano. El crater de la Ulcera
es aun evidente y el margen de la tlcera es marcado. El diametro del
defecto mucoso es de aproximadamente la mitad a dos tercios de Al
H2 El defecto es mas pequefio que en H1 y la regeneraciéon del epitelio
cubre la mayor parte del piso de la Ulcera. El &rea de la capa blanca es

de aproximadamente un cuarto a un tercio que el de Al

Curacion

S1 El epitelio de regeneracion cubre completamente el fondo de la ulcera.
La capa blanca ha desaparecido. Inicialmente, la region de
regeneracion es marcadamente roja. Tras una minuciosa observacion,
muchos capilares pueden ser vistos. Esto se llama "cicatriz roja"

S2 En varios meses a unos pocos afos, el enrojecimiento se reduce al

color de la mucosa circundante. Esto se llama "cicatriz blanca"

Dicho ciclo se realiza entre 30 y 60 dias, cuando no se cumple y no llega la
cicatrizacion se convierte en una Ulcera péptica crénica (Gonzalez y Herrera,
2006). Y como las ulceras son provocadas por mdultiples factores es necesario

cuidarse para que no se convierta en una Ulcera cronica.

Este ciclo (Figura 10) debe ser conocido por todos los endoscopistas y consiste en
(Hernandez 2008)

a) Periodo activo (A: acute): La caracteristica principal es el depésito de fibrina.

b) Periodo de curacion (H: healing): La base de la tlcera es muy delgada, con una

capa central también muy delgada con depésito central delgado.

c) Periodo de cicatrizacién (S: scar): ya no se observa fibrina.
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Figura 10. Ciclo evolutivo de la Ulcera gastrica (Hernandez 2008) (ver texto).

2.2.2.4 Etiologias que provocan las lesiones

2.2.2.4.1 Helicobacter pylori
Este microorganismo cuenta con un mecanismo potencialmente amplio para

producir lesiones en el epitelio. Provoca una amplificacion de la respuesta
inflamatoria de la mucosa gastrica frente a su colonizacion, induce alteraciones en
la secrecion gastrica y sintetiza productos toxicos que lesionan directamente al

epitelio (Gonzalez y Herrera, 2006).

H. pylori evade el ataque del sistema inmune causando una inflamacion crénica e
indolente por varios mecanismos, puede dafar el sistema de defensa de la
mucosa Y reducir el grosor de la capa de mucus, disminuye el flujo de sangre a la
mucosa, e interactia con el epitelio gastrico a través de los estadios de la
inflamacion. La infeccion por H. pylori puede también incrementar la secrecion de
acido gastrico mediante antigenos, factores de la virulencia, y mediadores
solubles, induce la inflamacion aumentando la masa de células parietales y asi la

capacidad de secretar acido (Figura 11) (Martinez y otros 2010).
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Figura 11. Esquema de infeccién por H. pylori (Gonzélez, 2013) (Ver texto).

2.2.2.4.2 Tabaco

Estudios epidemioldgicos indican que los fumadores tienen doble prevalencia de
Ulceras por depdésitos de benzopirenos e incremento de acidez (Figura 12), que
aguellos que no lo son. El tabaco incrementa la produccién de acido gastrico e

incrementa el reflujo duodenal gastrico (Sanchez, 2010).
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Figura 12. Componentes del tabaco (Nelsbach 2006).

2.2.2.4.3 Papel del estrés
El estrés es una amenaza aguda contra los mecanismos de homeostasis de un

organismo. Provoca respuestas adaptativas para mantener la estabilidad del
medio interno y asegurar la supervivencia del organismo. El uso frecuente de estos
mecanismos de homeostasis por exposicidn a estrés crénico (induce respuesta
metabdlica), excesivo o frecuente que puede llevar a la desadaptacion y

predispone a la enfermedad (Sanchez, 2010).

2.2.2.4.4 AINES
En estudios publicados se ha demostrado que los AINES, aln en presentacion

farmacéutica de comprimidos con cubierta entérica, o administracion sistémica
también provocan dafio (Navarro, 2009). Los principales factores de riesgo para la
produccion de Ulceras asociadas a este tipo de medicamentos son: dosis altas,
uso concomitante de dos o mas AINES, co-morbilidades e historia de Ulcera
sangrante previa (Sanchez, 2010). El principal mecanismo causante de los efectos
adversos del tracto gastrointestinal superior asociados a AINES, es la inhibicion
sistémica de la sintesis de prostaglandinas, que se encuentran involucradas en la
reparacion y defensa de la mucosa gastrointestinal, aunque hay otros mecanismos
asociados, el efecto de los AINES en la mucosa duodenal es alterar la barrera

mucosa protectora frente al acido gastrico. Este acido, junto a la accion corrosiva
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de la pepsina, exacerba y potencia el dafio a la mucosa gastrica, iniciado por el
efecto de la inhibicion de prostaglandinas. El acido gastrico desempefia asi, un
papel fundamental en el dafio gastroduodenal asociado a los AINES. La elevacion
del pH intra-gastrico por encima de cuatro, es clave en el tratamiento y prevencion
de los efectos adversos del tracto gastrointestinal superior, vinculados al uso de
AINES (Anchetay Guzman, 2011).

Las propiedades irritantes que existen al contacto directo con la mucosa, pueden
estar relacionadas también con la pérdida de la capacidad hidrofébica de la capa
de gel de la mucosa, lo que permite una mayor difusién retrograda del &cido
gastrico hacia la mucosa. La combinacion de estos procesos después de la
administracion de AINES puede dar lugar a la muerte celular epitelial rapida,

hemorragia superficial y erosiones (Ancheta y Guzman, 2011).

El nivel sistémico, se encuentra relacionado con la inhibicién de la sintesis de la
ciclooxigenasa tipo 1 (COX1), responsable de la sintesis de prostaglandinas
gastrointestinales, disminuyendo asi, la secrecion de bicarbonato y del mucus, el
flujo sanguineo de la mucosa, y aumentando la retrodifusiéon de los hidrogeniones

desde la luz géastrica hacia las células (Ancheta y Guzman, 2011).

2.2.2.4.5 Otras etiologias
Existen otras etiologias, que se consideran raras debido a su poca incidencia en
relacion a los mencionados anteriormente como son:
a) Hipersecrecion acida (1%)

e Sindrome de Zolling-Elison (0.1-1.0%)

e Mastocitosis sistémica

e Sindromes mieloproliferativos con basofilia

e Hiperplasia/hiperfuncion de las células G antrales

e Idiopética

b) Otras infecciones
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e Virales: herpes simple tipo I, citomegalovirus

e Por bacterias del género Helicobacter diferente de H. pylori

c) Obstruccion duodenal (anillo congénito, pancreas anular)
d) Insuficiencia vascular (por consumo de cocaina)

e) Radiaciéon

f) Quimioterapia (via arteria hepatica)

g) Amiloidosis tipo Il

h) Sindrome de Neuhauser: tremor-nistagmo-ulcera

i) Porfiria cutanea tardia (forma familiar)

j) Idiopatica

A pesar de la disponibilidad de medicamentos efectivos que propician la
cicatrizacion, alivian los sintomas y disminuyen la recurrencia de Ulceras,
contindan ocurriendo complicaciones, como hemorragias, perforacion, penetracion
y obstruccion al vaciamiento gastrico (Méndez y Uribe 2005) por eso es necesario

buscar alternativas para aliviar la gastritis.

2.2.2.5 Complicaciones

El 25% de los pacientes con Ulceras gastricas presentan hemorragias de las
cuales el 10% persisten o recurren. La mortalidad se correlaciona con edad >60
afos y presencia de enfermedades coexistentes. En cuanto a la perforacion ocurre
cuando el contenido gastrico pasa hacia la cavidad peritoneal. Es baja la
incidencia comparada con las hemorragias pero alta comparada con la
obstruccioén, los factores de riesgo son la edad >50 afios, género masculino, uso
de AINE y esteroides, presenta una mortalidad de 13-24%. Se manifiesta con
dolor epigastrico, se acomparfia en ocasiones de nauseas y vomito y a veces es
secundaria a hemorragia. En todas aquellas uUlceras que desorganizan toda la
pared gastrica sin contaminacién peritoneal. La Ulcera penetra en estructuras
adyacentes o la limitan adherencias fibrosas. Su incidencia es incierta debido a

gue puede ser asintomatica, pero se encuentra en casi el 20% de los pacientes
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sometidos a intervencién quirdrgica por Ulcera. Y por ultimo la obstruccion,
alrededor del 2% de los pacientes con Ulceras peptidicas presenta esta
complicacion. La obstruccion tiene dos mecanismos. Primero, una ulcera aguda
puede producir suficiente inflamacion y edema, o espasmo muscular. Segundo, la
cicatrizacion cronica con fibrosis puede causar obstruccion pilérica o duodenal. En
este Ultimo caso, el estbmago puede dilatarse en forma masiva y trastornar su
motilidad (Méndez y Uribe 2005). Las personas que presentan este padecimiento,

(Ulceras) ya sea de forma aguda o cronica, suelen tener sintomas caracteristicos.

2.2.2.6 Sintomas

Los pacientes con Ulcera experimentan dolor abdominal en la zona comprendida
entre las costillas y el ombligo o sufren hemorragia gastrointestinal. El dolor que
produce la Ulcera péptica aumenta entre comidas y puede despertar al paciente
por la noche, puede incluso obstruir la salida del estbmago produciendo nauseas y
vomitos. Los signos de hemorragia se evidencian en forma de vomitos con sangre

o en forma de heces pegajosas y negras (Casco, 2011).

La presencia de anorexia y pérdida de peso puede ocurrir en mas de la mitad de
los pacientes; estos sintomas son la consecuencia de un retardo en el vaciamiento
gastrico que acompafia a la ulceracién del estémago, incluso en ausencia del
sindrome de obstruccién al vaciamiento gastrico (Latarjet y Ruiz 2008). Una vez
gue se presentan los sintomas no se puede asegurar la presencia de Ulceras por
lo que es necesario su diagndéstico, a pesar de que existen diversos estudios
clinicos solo uno parece ser el mas certero (Casco, 2011).

2.2.2.7 Diagnéstico

En la actualidad, el estudio endoscépico se recomienda como la prueba niumero
uno para confirmar la presencia de ulceracion peptidica en pacientes con
sindrome dispéptico. El estudio de contraste con bario es sustancialmente menos
sensible que la endoscopia para identificar ulceraciones y, a diferencia del estudio

endoscopico, no permite la toma de biopsias de lesiones sospechosas. Las
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Ulceras pépticas afectan cualquier parte del estémago, pero mas del 80% se
localiza en la curvatura menor dentro de los 90 mm cercanos al piloro, por lo que
es necesario un tratamiento efectivo para las Ulceras gastricas (Latarjet y Ruiz
2008).

2.2.2.8 Tratamiento

2.2.2.8.1 Farmacos utilizados para el control de la acidez gastrica y el
tratamiento de Ulceras pépticas.

En el mercado existe una gran variedad de medicamentos para el tratamiento de
las Ulceras gastricas los cuales actuan por diferentes mecanismos y en diferentes

partes del tracto gastrointestinal (Figura 13) por lo que se clasifican en:

ACH Anticolinérgicos

)
Tratamiento 1y

de erradicacion /
con bismuto / H+ (H {) H2RA
H2|{ O

Antiacidos 2 Histamina

Miennractal

Figura 13 Mecanismos de accion de los farmaco antiulcerosos (Méndez y Uribe 2005)
(Ver texto).

a) Los que disminuyen los factores agresivos: neutralizacién 4acida.
e Los antiacidos: dadas las multiples dosis diarias que se precisan para que

estos farmacos sean eficaces, el cumplimiento del tratamiento es, a nivel
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practico, muy dificil, por lo que se usan para el alivio temporal de los
sintomas. Muchos de estos farmacos combinan las sales de aluminio y
magnesio para disminuir los efectos secundarios de estrefiimiento y diarrea,
respectivamente, que poseen estas sustancias. Pero no se recomiendan
como primera opcion (Méndez y Uribe 2005).

e Los antagonistas de los receptores H,: son antagonistas competitivos de la
accion de la histamina, reversibles y muy selectivos, aunque hay que tener
en cuenta que no inhiben la accién directa de la acetilcolina y la gastrina
sobre la produccién de &cido. La primera en ser utilizada fue la cimetidina,
pero en la actualidad el uso mas extendido corresponde a la ranitidina
(Figural4), de accion mas potente y con menos efectos secundarios que la
anterior (Méndez y Uribe 2005).

GHNO,

(CH,),NC Hz\@/CHZSC H,CH,NHCNHCH,

[Bi] . c!

Figura 14. Estructura quimica de la Ranitidina, citrato de bismuto (Velazquez y
Fernandez, 2008).

e Los inhibidores de Ila bomba de protones actdan inhibiendo
irreversiblemente la via final comun de la formacion de acido (Figuralb). El

farmaco que se utiliza por excelencia es el omeprazol. Las capsulas de
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omeprazol tienen una cubierta que se deshace en el pH &cido del

estdmago, donde se liberan los granulos que hay en su interior que, a su

vez, tienen una cubierta que resiste el acido y soélo se libera el profarmaco

cuando llega al pH mas alcalino de las porciones proximales del intestino

delgado, lugar donde se absorbe (Méndez y Uribe 2005).
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Figura 15. Estructura quimica de los inhibidores de la bomba de protones (IBP),
modificaciones estructurales de estos farmacos en un medio acido (Lars, 2003) (Ver

texto).

b) Mejora de los factores defensivos: agentes citoprotectores.

e El sucralfato (Figura 16) forma un gel pegajoso que se adhiere a las zonas

de mucosa lesionada protegiéndola al mismo tiempo que aumenta el flujo

sanguineo y la produccion de moco y bicarbonato. No sélo actia a nivel del

@
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pH &cido del estdbmago sino también y de forma eficaz en eso6fago y
duodeno. Debe tomarse con el estbmago vacio y evitarse la ingestion de
leche y antiacidos porque se unen a él neutralizando sus efectos (Méndez y
Uribe 2005).

Aun cuando la molécula de sucralfato contiene hidréxido de aluminio, este
agente posee poca capacidad para neutralizar la secrecion acida. El
hidroxido de aluminio se disocia cuando se expone al acido gastrico, y deja
el anién sulfato, el cual se puede unir a las proteinas cargas
electrostaticamente en el tejido gastrico dafiado. De esta manera, el
sucralfato se une al crater dafiado, donde forma una barrera protectora que

evite el ataque ulcero péptico posterior (Méndez y Uribe 2005).

OR
0
Sucralfato OR OR
CrpHs Ady 0 Sy RO 0 OR
RO
0 OR
RO

R = Sﬂgﬁ.x OH)I

Figura 16. Estructura quimica del Sucralfato (Velazquez y Fernandez, 2008).

c) Medicamentos anti ulcerosos diversos

Bismuto: Forma un complejo con el moco que cubre los crateres ulcerosos;
de esta manera aumenta la proteccion contra el acido ulcero péptico
(Méndez y Uribe 2005).

Analogos de las prostaglandinas: Inhiben la secrecion gastrica, estimula la

secrecion de moco y bicarbonato e incrementa el flujo sanguineo. No

@
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obstante la FDA solo aprob6 el misoprostol (Figura 17) debido a que este
tipo de farmaco tiene efectos secundarios como riesgo de aborto, diarrea
frecuente (Méndez y Uribe 2005).

Figura 17. Estructura quimica del misoprostol (Delgado, Minguillon, y Joglar , 2004).

e Anticolinérgicos: Inhiben la secrecién acida gastrica que estimula los
alimentos, solo reduce un 50% por lo que se prefiere utilizar los
antagonistas de los receptores H2 y los inhibidores de la bomba de
protones (Méndez y Uribe 2005).

En la actualidad el tratamiento de la Ulcera péptica, se encuentra en un proceso
radical de transformacion. La terapia convencional mas comun consiste en el
empleo de un inhibidor de la secrecion acida o de un protector de la mucosa.
Generalmente, estos tratamientos tienen una duracion media de 4 a 8 semanas,
pero a pesar de esto, las recidivas son frecuentes (Tabla 4). En este sentido es
importante las propiedades de los distintos farmacos: citoproteccion, es la
capacidad de los farmacos, originalmente de las prostaglandinas, para prevenir
injuria a la mucosa gastrica, producida por una variedad de agentes ulcerogénicos
y necrotizantes. Esta propiedad se diferencia de la gastroproteccién, debido a que
esta solo reduce erosiones profundas, mientras que las células de la superficie no

muestran mejoria; la gastroproteccion en cambio, brindan proteccion de la mucosa
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gastrica, mientras que un organoprotector es un compuesto que protege un

organo de dafio por erosién (Ancheta y Guzman, 2011).

Tabla 4. Eficacia de la terapia farmacoldgica en la patologia ulcerosa, (Ancheta y
Guzman, 2011).

Farmacos Porcentaje de curacién en 4 semanas

Inhibidores de las bombas de protones

Omeprazol 70-80% Ulcera géstrica
Lazoprazol
Pantoprazol

Antihistaminicos H,
Cimetidina 60-70% Ulcera gastrica
Ranitidina
Famotidina

Protector de la mucosa 60-70% Ulcera gastrica
Sucralfato

Prostaglandinas 50-70% Ulcera gastrica
Misoprostol

Sales de bismuto 60-70% Ulcera gastrica

2.3 Modelo biolégico utilizado para lainduccién de Ulceras gastricas.

Las caracteristicas fisioldgicas de la secrecion gastrica para humanos, como para
ratas, son similares, presentando inclusive, secrecion de acido y pepsina, con una
distribucién de los valores para pepsindégeno sérico que en ambos son similares;
es de hacer notar que de la misma forma que sucede en humanos, la formacion
Ulceras, se encuentra determinada por factores propios del individuo (Ancheta y
Guzman, 2011).

La utilizacion de modelos animales en la induccion de ulceras gastricas, ha
permitido ampliar los conocimientos en la complejidad y multifactorialidad de las
Ulceras gastricas. Se han desarrollado diferentes modelos, lo cuales se enfocan al
dafio agudo en la mucosa gastrica; se utilizan sustancias necrotizantes como el
etanol, acidos o bases fuertes, AINES, isquemia o estimulos estresantes (Ancheta
y Guzman, 2011).
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El efecto de las sustancias necrotizantes es a nivel de la mucosa gastrica,
provocando ruptura y desprendimiento del epitelio, ademas de, congestion
vascular. Por esta razon las sustancias en dichos modelos son administradas por
via orogastrica, por medio de una canula (Ancheta y Guzman, 2011).

e Los AINES mas utilizados en la induccion de Ulceras gastricas, son acido
acetil salicilico e indometacina, ambos causan dafio a nivel local, sin
embargo la indometacina puede provocar Ulceras gastricas por
mecanismos sistémicos, por medio de la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas, perjudicando la microcirculacion a nivel de la mucosa
gastrica, promoviendo asi, la adicion de neutrofilos a las células
endoteliales (Ancheta y Guzman, 2011).

e Los animales que son sometidos a estrés suelen presentar Ulceras
sangrantes en pocas horas como un efecto negativo de los mecanismos de
defensa desencadenados. Los factores que producen estrés son muy
variados, entre ellos podemos mencionar la hipotermia, los esfuerzos
durante competencias o0 entrenamientos y sobrealimentacion. Robert en
1979, describi6 los mecanismos citoprotectores al observar que la
integridad de la superficie gastrica se mantenia gracias a la barrera de la
mucosa gastrica. Utilizando un modelo experimental en ratas sometidas a
hipotermia e inmovilizacibn se observd que la hipotermia causa una
alteracion primaria en la microcirculacibn mucosal que provoca una
disminucién en la secrecién de mucus y HCO3™ debilitando la barrera de la
mucosa gastrica. Paralelamente se produce un aumento de la motilidad
gastrica que actia provocando un efecto erosivo mecéanico, favoreciendo el
desprendimiento de mucus. El debilitamiento de la barrera de la mucosa
gastrica y el efecto erosivo permiten que el HCI llegue hasta la superficie
gastrica lesionandola. Estudios realizados en ratas han demostrado la
importancia del aumento de la motilidad en la formacion de las Ulceras
inducidas por estrés al prevenirlas con la administracion de atropina (Toso,
y otros 2007).
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e Para la induccidon de lesiones gastricas, en este trabajo se uso la técnica
propuesta por Robert y colaboradores, para lo cual se us6 alcohol 98%
administrado via orogéstrica, mediante canulacién, a dosis de 10 mL/kg. El
alcohol es una molécula con gran capacidad de incrementar el estrés
oxidativo celular. A nivel de los tejidos, incrementa la apoptosis celular, que
es uno de los principales tipos de muerte celular, ademas de inflamacion y

la necrosis, especialmente gastrica y hepatica (Huaman, y otros 2009).

2.3.1 Métodos de cuantificacién de las ulceras

2.3.1.1 Medicién macroscépica

Existen varios métodos para cuantificar el tamafio de las Ulceras, entre éstos
tenemos: los cuantitativos no sistematicos, como son la suma de longitudes de las
lesiones, o el indice de Ulcera, donde se multiplica el largo por el ancho,
obteniendo asi el area de la misma. El problema de estos métodos, es que
secundario a la forma irregular a que se presentan las Ulceras, se pierden ciertas

areas con el célculo realizado (Ancheta y Guzman, 2011).

También existen los métodos sistematicos, en los cuales las muestras son
colocadas en una lamina cuadriculada, midiendo asi su tamafio, ya sea a simple
vista, con un microscopio o0 estereoscopio, las desventajas de estos métodos, son
que si bien se obtienen, una mejor cuantificacién del area, toman mucho tiempo, y
en el caso del que emplea un estereoscopio, este queda fuera del alcance de los

laboratorios pequefios (Ancheta y Guzman, 2011).

2.3.1.2. Medicion microscopica
La medicién microscopica se basa en la preparacién de cortes histoldgicos, y su

posterior analisis por un patologo. La mayor desventaja de este método, es que da
espacio a la subjetividad del evaluador. Esta forma de medicion puede evitar en
gran medida, el sesgo, utilizando una escala que le otorgue un puntaje a cada una
de las caracteristicas encontradas dentro de las Ulceras gastricas; en ratas fue

propuesta una escala de medicion por Morini G y Grandi D. Para evaluar la
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severidad del dafio a la mucosa, se toma de base la profundidad de la lesién y se

hace de acuerdo a la siguiente escala (Ancheta y Guzman, 2011):

Grado 0: Todas las células de la
mucosa gastrica se encuentran

intactas.

Grado 1: Las células de la mucosa
que se encuentran en la superficie
luminal se encuentran dafadas vy
parcialmente exfoliadas, las células

de las criptas se encuentran intactas.

Grado 2: Células de la superficie
luminal, se encuentran extensamente
dafladas, aunado el dafio de las
células de las criptas, mientras las
células glandulares se encuentran

intactas.

Grado 3: Aunado al dafio de las
células superficiales y las criptas, se
evidencia el dafio en el area parietal
de las células glandulares gastricas,
numerosas células exfoliadas vy
necrosis completa de la capa celular

superficial.

Grado 4: Dafio grado 3 severo gue se
extiende a la porcion inferior de las

glandulas y edema de submucosa.

qugxm 8. ?’*@-ﬁ“
»‘_, SR <
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2.4 Producto natural utilizado

El empleo de plantas medicinales con fines curativos, es una practica que se ha
utilizado desde tiempos inmemorables, durante mucho tiempo, los remedios
naturales y sobre todo las plantas medicinales, fueron los Unicos recursos que
poseian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetales, que poseen propiedades medicinales, y ampliar su

experiencia en el empleo de los productos extraidos de las mismas.

La fitoterapia, nombre que se aplica al uso medicinal de plantas, nunca ha dejado
de tener vigencia. Gran parte de la poblacién recurre a tratamientos alternativos,
ya que es un tratamiento de facil obtencion y bajo costo, sin embargo existen
pocos trabajos experimentales, que corroboren la efectividad de estas plantas
sobre las Ulceras gastricas, y si este beneficio es comparable con los tratamientos
médicos tradicionales (Ancheta y Guzmén, 2011). Las plantas que son ricas en
componentes polifenoles y otros compuestos antioxidantes, como es el caso de
las hojas de zarzamora, se piensa que tienen la propiedad como agente

gastroprotector es decir para prevenir la gastritis y también como tratamiento.

2.4.1 Zarzamora o Zarza (Rubus fruticosus L.)

La zarzamora ya era conocida en el neolitico, es por lo tanto una planta muy
antigua que ya fue alabada por sus propiedades medicinales por Dioscérides y
Teofrasto; los grandes médicos y farmacélogos de la Antigliedad hablan de ella (El

Dioscorides renovado 1999).

2.4.1.1 Taxonomia

Zarzamora (Rubus fruticosus)

REINO: Plantae

PHYLUM: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Rosales

FAMILIA: Rosaceae (Muniz, Brugnoli y Masciadri 2011)
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GENERO Rubus
ESPECIE fruticosus

2.4.1.2 Descripcién

La planta de la zarzamora o (Rubus fruticosus) es un arbusto de ramas arqueadas
y espinosas, hojas compuestas de 3 o 5 foliolos elipticos y de borde aserrado,
dispuestos de forma palmeada (Figura 18). Florece desde el final de la primavera
hasta el principio del otofio. Sus flores crecen en racimos compuestos, con 5
sépalos y 5 pétalos blancos o rosados sobre un receptaculo ensanchado, con
numerosos estambres. Su fruto es una polidrupa, la popular mora o zarzamora,
que es al principio rojiza y finalmente negra brillante cuando madura (Asociacién

Espafiola para la Cultura, el Arte y la Educacion, 2013).

Figura 18. Hojas de Rubus fructicosus (EducaMadrid, Plataforma tecnol6gica s.f.).

Con fines medicinales se recolectan las raices, las hojas jovenes y frutos bien
maduros. Las hojas se recogen a mano una por una, justo en el momento de la
floracion de la planta, que sucede en primavera-verano. Los frutos se recogen en
verano-otofio cuando estan bien maduros, para consumir en fresco. Las hojas se
dejan secar a la sombra en lugar bien aireado; se almacenan resguardadas del
polvo y la humedad (Asociacion Espafiola para la Cultura, el Arte y la Educacion,
2013).

2.4.1.3 Origen y distribucion geogréfica
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La zarza comprende numerosas variedades e hibridos, muy abundantes y
extendidos por todo el mundo. Nace de forma espontanea en bordes de caminos,
lindes de bosques abiertos, campos en barbecho, y en otros diversos lugares que
abarca desde los valles hasta las montafias. También se cultiva en Europa como
planta medicinal y por sus frutos (Asociacion Espafiola para la Cultura, el Arte y la
Educacién, 2013).

2.4.1.4 Valor nutricional

Los principales componentes de la hoja de zarzamora son los taninos hidrolizables
aproximadamente 8-14%, galotaninos y elagitaninos diméricos. También cabe
mencionar la presencia de hidroquinonas, acido citrico e isocitrico, arbutina,
flavonoides, compuestos triterpénicos pentaciclicos &cidos, &acido rubitico,
pequefias cantidades de aceite esencial, goma y lipidos (Vanaclocha y Cafigueral
2006; Witchyl, 2004). Asi como también contienen un alto contenido en fibras,

carotenoides y antocianinas.

2.4.1.4.1 Flavonoides

Los flavonoides tienen una estructura quimica muy definida. De manera general
son moléculas que tienen dos anillos bencénicos (o aromaticos) unidos a través de
una cadena de tres atomos de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6
atomos de carbono, los autores los denominan simplemente como compuestos
C6C3C6 (Figura 19).

Figura 19. Estructura quimica base de los flavonoides (Ancheta y Guzmén, 2011).
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Los flavonoides son pigmentos naturales, presentes en los vegetales, que brindan
proteccion al organismo de dafios producidos por agentes oxidantes, el organismo
humano no produce estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben de
obtener mediante la alimentacion o por medio de suplementos. Los flavonoides
contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilofendlicos y excelentes propiedades de quelacion de metales transitorios
tales como hierro, cobre y zinc, catalizar el transporte de electrones y depurar
radicales libres, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Debido a este
hecho se han descrito efectos protectores en diferentes patologias, tales como:
Ulcera estomacal, duodenales e inflamaciones. En general se les atribuye a los
flavonoides propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, (Ancheta y Guzman,
2011), antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplasicas,
antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras (Rodriguez, y otros
2010).

Tienen la ventaja de ser hidrosolubles y liposolubles, por eso en contrastes con
otros antioxidantes, que no poseen esa doble cualidad, son capaces de atravesar
la barrera hematoencefalica, combaten la inflamacién, alergias y aumentan la
efectividad de las células natural killer (NK) del sistema inmunoldgico. Se ha
identificado mas de 5000 flavonoides, entre los que se pueden destacar:
citroflavonoides, isoflavonoides, proantocianidinas y antocianidinas, acido elagico,
catequina y caenferol (Ancheta y Guzman, 2011).

2.4.1.4.1.1 Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de pigmentos de color rojo, hidrosolubles,
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Quimicamente las antocianinas son
glucésidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un
enlace B-glucosidico. La estructura quimica bésica de estas agliconas es el i6n
flavilio (Figura 20). El interés en los pigmentos antocianicos se ha intensificado

recientemente debido a sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas. Durante el
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paso del tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las antocianinas
permanecen intactas y ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen la
reduccion de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos, antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la agudeza visual y
del comportamiento cognitivo. Los efectos terapéuticos de las antocianinas estan
relacionados con su actividad antioxidante. Estudios con fracciones de
antocianinas provenientes del vino han demostrado que éstas son efectivas en
atrapar especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacion de
lipoproteinas y la agregacion de plaquetas (Aguilera y Reza, 2011). En promedio
100 g de fruta fresca en el caso de la zarzamora contienen 83 a 326 mg de
antocianinas. Se encuentran ampliamente distribuidos (aunque no en
concentraciones altas) en las flores y los frutos principalmente en las “berries”.
Juegan un papel muy importante en el mecanismo de proteccion de las plantas al

ataque de los insectos (Rodriguez, y otros 2010).

R
OH
L
HO Oy .
" oR,
OR;

Figura 20. Estructura general de las antiocianinas, R1y R2 pueden ser H 0 azucares
R puede ser OH o H (Delgado, Minguillon y Joglar 2004).

2.4.1.4.3 Taninos

Santos-Buelga y Scalbert (2000) citaron, los taninos son metabolitos secundarios
de las plantas, comprenden un grupo heterogéneo de polifenoles en plantas, son
solubles en agua, (Rodriguez, y otros 2010). Presenta actividades farmacoldgicas
como: antiinflamatorias y astringentes. Por ejemplo tienen accion secante y

antiinflamatoria de la mucosa gastrica por lo que resultan muy efectivos en casos
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de diarreas o colicos. Tienen una potente accion astringente y son

vasoconstrictoras es decir ayudan a que la sangre coagule. Son antihemorragicas.

Los taninos son beneficiosos en el tratamiento para hemorroides (alivio hinchazon,
vasoconstriccion, etc.) (Quiroz 2007). Freudenberg (1920), divide a los taninos en
dos grandes grupos, taninos hidrolizables y taninos condensados. Los taninos
condensados son los mas comunes en nuestra dieta, y sus efectos en la salud
han sido mucho mas estudiados que las de los taninos hidrolizables (Figura 21)

(Rodriguez, y otros 2010).
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Figura 21. Taninos y su clasificacion (Rodriguez, y otros 2010).

2.4.1.4.4 Capacidad antioxidante y vitamina “C”.
El cuerpo humano mantiene un balance de Oxido-reduccidon constante,
preservando el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes que se generan

como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensa antioxidantes.

La pérdida en este balance de Oxido-reduccion lleva a un estado de estrés
oxidativo y este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales

libres y especies reactivas, que no alcanzan a ser compensados por los sistemas
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de defensa antioxidantes, causando dafio y muerte celular. Esto ocurre en
patologias degenerativas, de tipo infeccioso, inmune, inflamatorio, etc. (Rodriguez,
y otros 2010). La dieta juega un papel importante en la prevencion de las
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través de
la ingestién de compuestos bioactivos de origen vegetal. Entre ellos, las vitaminas
hidrosolubles como es la vitamina C (Figura 22) y liposolubles, carotenoides y una

gran variedad de compuestos fendlicos (Dra. Almajano 2009).

OH
00

~—~

OH
HO OH

Figura 22. Estructura quimica de la vitamina C.

2.4.1.4.5 Radicales libres

Los radicales libres, son especies quimicas que tienen un electron impar en una
Orbita externa, son extremadamente reactivos e inestables y entran en reaccién
con quimicos organicos e inorganicos. Se caracterizan, por ser muy reactivos y de
vida media relativamente corta. Son capaces de dafiar seriamente las estructuras
celulares ya que aceptan o donan electrones iniciando y propagando reacciones
en cadena que transforman esas biomoléculas en compuesto oxidados muy
reactivos, causan lesion celular por induccion de la lipoperoxidacion, que resulta
en dafo estructural y funcional de la célula. La lipoperoxidacion es un fenomeno
complejo iniciado por la sustraccion de un atomo de hidrogeno de un grupo
metileno ubicado entre dos uniones no saturadas en una molécula de lipido. El
resultado es la formacion de un nuevo lipido radical libre con un carbono central,
que en la presencia de oxigeno, produce peroéxidos lipidicos o hidroperoxidos

lipidicos. Otros componentes celulares que presentan riesgos de dafio por los
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radicales libres, son las proteinas, acidos nucleicos y moléculas que contienen

sulfuro y no saturadas (Gonzalez y Herrera, 2006).

Las células presentan mecanismos de proteccion, de manera que los radicales
libres pueden ser transformados a productos menos toxicos 0 no toxicos. La
proteccion de las células contra estos compuestos comprende no solo la captura
de estos intermediarios agresivos, sino también la prevencion de su formacion, la
inhibicion de su propagacion y la reparacion de las lesiones (Gonzalez y Herrera,
2006).

2.4.1.5 Propiedades farmacolégicas

Como infusion presenta propiedades medicinales como: Astringente, diurético,
antidiarreico, antidiabético, hemostatico, laxante, bactericida y fungicida, leve
efecto desinflamatorio. Detienen pequefias pérdidas de sangre de heridas
menores. Ulceraciones cutaneas, estomatitis, glositis, gingivitis, faringitis dolor de
garganta y las Ulceras bucales (Plantas medicinales, 2010). Se emplean como
antihemorragico interno, en menstruaciones prolongadas ademas de que presenta
actividad antioxidante (Asociacion Espafiola para la Cultura, el Arte y la
Educacion, 2013). También se emplean las hojas de zarzamora para el lavado de

erupciones dérmicas (Vanaclocha y Cafigueral 2006).

2.5 Modelo parala evaluacion CL50

2.5.1 Fundamento del uso de Artemia salina

El ensayo de letalidad de Artemia salina se basa en la posibilidad de causar la
muerte de larvas de este crustaceo cultivadas en el laboratorio. Este método fue
propuesto por Michael en 1956 y posteriormente, desarrollado por Vanhececke,
Sleet y Brendel con el propdsito de contar con una herramienta Gtil y sencilla para
la determinacion de toxicidad. Este método, en el cual se determina el valor de la
CL50 de compuestos y extractos en medio salino, ha sido utilizado para la

deteccion de toxinas de hongos y cianobacterias, toxicidad de extractos de
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plantas, metales pesados y para predecir citoxicidad de compuestos puros
(Bustamante 2012)

Meyer y colaboradores en 1982, propusieron el uso de Artemia salina, como
organismo de prueba en un bioensayo general para evaluar la actividad biolégica
de sustancias vegetales, esto se basa en la premisa de que los compuestos
bioactivos son toxicos a altas dosis y que la letalidad en un organismo simple
puede ser utilizada para detectar y guiar el fraccionamiento de los extractos, el
bioensayo, en la propuesta se consider6 que si una determinada sustancia en una
cierta concentracion produce efectos farmacoldgicos y que esa misma sustancia
en concentraciones elevadas produce efectos toxicos, entonces la toxicidad,
medida como la mortalidad producida a un organismo simple, como A. salina,
puede ser utilizada como criterio para la deteccién y evaluacion de actividad
biolégica en extractos vegetales, Se comprueba la existencia de actividad
biolégica con este bioensayo, "cuando el valor de LC 50 de los extractos
expresado en m g/ml es inferior a 1,000 (Cortés, 2005; Jerry y McLaughlin, 1998;
Gorriti y Zarate, 1998).

A. salina (Figura 23) tiene varias ventajas al ser utilizada para bioensayo, como
por ejemplo: los quistes son viables por varios afos, posee una alta sensibilidad a
toxicos, se utiliza un volumen pequefio de muestra, requiere de instrumentacién
poco compleja, es posible la miniaturizacion y es un bioensayo rapido, simple y

econémico (Perez, 2003).

Actualmente los ensayos en A. salina se consideran una herramienta util para la
evaluacion preliminar de la toxicidad de los extractos de plantas, la deteccion de
distintos tipos de actividad biolégica y para aislar e identificar las sustancias

vegetales bioactivas (Cortés, 2005; Jerry & McLaughlin, 1998)
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Figura 23. Imagen de la Artemia salina.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad &cido péptica, se observa frecuentemente dentro de las patologias
de mucosa gastrica. El constante flujo de acido hacia el interior de la luz gastrica,
ademas de los diferentes alimentos, agentes quimicos, estrés, factores
enddgenos, entre otros ponen en riesgo a las células de la mucosa a desarrollar
Ulcera gastrica. La Ulcera gastrica es una enfermedad de interés mundial,
estimandose que existen alrededor de 14.5 millones de personas en el mundo que
padecen de dicha patologia con una mortalidad de 4 millones anuales, secundario
a complicaciones o0 mal manejo de ésta. Por su etiologia multifactorial se vuelve
una patologia muy frecuente, que a pesar de la bibliografia y estudios sobre el
tema, presenta una amplia tasa de fracasos en su prevencion y tratamiento. En el
mercado existe una gran cantidad de farmacos para los padecimientos
gastrointestinales como son los antiacidos, los inhibidores de H2, los inhibidores
de la bomba de protones (IBP) entre otros. La eficacia terapéutica superior de los
IBP’s frente a otros antisecretores, como los inhibidores H2, los han convertido en
los farmacos de eleccion del tratamiento de las enfermedades peptidicas .Sin
embargo, debido a los temores sobre seguridad, el omeprazol, el primer farmaco
de la familia de los IBP, fue comercializado en las dosis minimas eficaces. Por la
misma razoén, los siguientes farmacos del grupo, lansoprazol y pantoprazol, se
comercializaron en dosis equipotentes desde el punto de vista de eficacia
antisecretora. Un segundo punto importante es que la respuesta a los IBP

presenta una marcada variabilidad interindividual probablemente determinada
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genéticamente y que condiciona la eficacia clinica de estos farmacos (Luis 2008).
Ademas de que los medicamentos que se encuentran para el tratamiento no son
100% efectivos, los pacientes no cumplen con el tratamiento ya que son muy
extensos ademas de que influyen dos factores principalmente, que cuando se
sienten mejor dejan de tomar su tratamiento y ya no cumple con el tiempo
establecido y el segundo factor es el econémico. Por lo que la busqueda de
sustancias con nuevas actividades biolégicas que aborden este problema, se
encuentran siendo investigadas; como lo es el uso de sustancias naturales ricas
en flavonoides para el tratamiento de la Ulcera gastrica, siendo las hojas de
zarzamora (Rubus fructicosus) un ejemplar que presentan un alto contenido de
flavonoides entres otros agentes antioxidantes por lo que es necesario saber si el

extracto acuoso de estas hojas tendra un efecto gastroprotector.

4. OBJETIVOS

Determinar si el extracto acuoso de las hojas de zarzamora o zarza (Rubus
fructicosus) posee actividad gastroprotectora en Ulceras gastricas inducidas por un
método quimico mediante la administracion oral de etanol en ratas cepa Wistar,
(mediante estudios macroscopicos y microscopicos). Ademas, determinar la CL50

por medio de un bioensayo con Artemia salina.

5. HIPOTESIS

Debido a los componentes que presentan las hojas de zarzamora como son acido
citrico, isocitrico, flavonoides entre otros antioxidantes solubles en un medio
acuoso, entonces tendra propiedades terapéuticas como gastroprotector logrando

una recuperacion de la mucosa gastrica.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material, reactivos y equipo

Material biolégico

e Hojas de zarzamora (Rubus fructicosus).
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Ratas de la cepa Wistar de peso entre 230-300g. Los animales empleados
en este experimento provienen del Bioterio de la facultad de Quimica y no
se habian sometido previamente a experimentacion. Las condiciones de
mantenimiento de los animales son las que establece la NOM-062-ZOO-
1999. En el caso del alimento y agua fueron ad libitum.

Huevecillos de A. salina

Material de laboratorio

Caja Petri

Cajas de acrilico con tapa para ratas

Estuche de diseccion

Frascos de vidrio con tapa

Jeringas de 1y 20mL

Microscopio

Pisos de malla para cajas de rata

Probeta de 100mL

Sonda esofagica de metal recta para rata (calibre 20mm)
Vasos de precipitados de 50 y 250mL

Vidrios de reloj

Reactivos

Acido citrico grado reactivo (Sigma-Aldrich)

Agua Mili Q

Alcohol 98% ( ETOH , Merck)

Formaldehido al 10% (Merck)

Medio de cultivo para Artemia salina (Agua de mar).
Salicilato de bismuto (Pepto bimol, PyG™ )
Solucion salina isoténica (SSI, 0.9%; ABBOTT)

6.2 Metodologia

@
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6.2.1 Obtencion del extracto

Para la obtencion del extracto acuoso de las hojas de zarzamora (Rubus
fructicosus) la primera etapa del proceso fue:

a) Desecado: el cual consiste en dejar a temperatura ambiente las hojas
extendidas en una charola para su uso posterior, esto se realiza para poder
conservar las hojas y que de esta manera no se contaminen con
microorganismos.

b) Una vez que las hojas se encuentran secas, se realiza la fragmentacién de
estas para obtener un mayor contacto de superficie y asi poder extraer los
componentes.

c) Se peso6 25.0 gramos de estos fragmentos.

d) Se realiz6 una decoccion de estas hojas, es decir se puso a hervir 250 ml de
agua junto con los 25.0 gramos de las hojas fragmentas y después se dejo
enfriar y se almacend para su uso posterior.
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Recoleta de hojas

de zarzamora
Desecado

Fragmentacion

Pesar 25 g.

Decoccidn con
250 mL agua

Almacenamiento

Figura 24. Diagrama de flujo 1. Método de obtencidon del extracto acuoso de Rubus
fructicosus

6.2.2 Determinaciéon de la CL50

Para el cultivo de Artemia salina se empleé agua de mar artificial la cual fue
preparada de acuerdo a la siguiente férmula: para 1L, en agua destilada se
disolvieron 23 g de NaCl, 11 g de Mg 6H,0, 4g de Na,;SOq4, 1.3g de CaCl,.2H,0 y

0.7g de KClI, se ajusto el pH de la solucion a 8.0 con Na,COs.

Para la eclosion de los huevos se utiliz6 una camara de vidrio de 2
compartimientos (uno oscuro y otro iluminado por una lampara de 18 W que se
colocé en una altura aproximada de 30 cm). El agua salina, se esteriliza, se
oxigena por 15 min. Previo a la colocacion de los huevecillos. Se agregaron 0.1 g
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de huevecillos por cada litro de agua de mar artificial. Se mantuvo la aireacion
constante, la temperatura de 28°C y el pH de 8 durante el tiempo de incubacién
para garantizar la oclusion de los crustaceos (48h) (Figura 25). Para la
determinacion de la CL50, se organizaron grupos con 10 nauplius y por triplicado
para cada uno de ellos. Se incubaron por 24 Horas. Finalizado el tiempo se
contaron los sobrevivientes. Con los datos obtenidos se realizaron las graficas
correspondientes para cada muestra y se determiné la CL50, usando el método de
Reed-Muench para el analisis de los datos obtenidos, el cual consiste en
contabilizar el nimero de crustaceos vivos y muertos en todas las dosis. Se
obtiene la distribucién de la frecuencia de los valores, en donde la media de esta

distribucion es la concentracion letal media (Gonzalez, 2001).

Figura 25. Equipo para la eclosién de los huevos de A. salina (Bustamante, 2012).

a) Una vez que se tienen a las A. salina se forman 6 grupos y cada uno con 10-

20 artemias por triplicado, y se colocaron en un vial (Figura 26).

GRUPO 1  Agua Milli Q

GRUPO Il Agua de mar artificial (agua artificial)

GRUPO lll  Agua artificial (90%) mas el extracto concentracién 1 ppm (10%)
GRUPO IV Agua artificial (90%) mas el extracto concentracion 10 ppm (10%)
GRUPO V Agua artificial (90%) mas el extracto concentracion 100 ppm (10%)
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GRUPO VI Agua atrtificial (90%) més el extracto concentracion 1000 ppm (10%)

b) Se incubaron por 24 horas. Finalizado el tiempo se contaron el nUmero de
sobrevivientes. Con los datos obtenidos se realizaron las graficas
correspondientes para cada muestra y se determin6 la CL50, usando el

método de Reed-Muench.

El método de Reed-Muench se sustenta en el principio de que, cualquier sujeto
gue responda a una dosis dada por un agente respondera a cualquier dosis que
sea mas alta que esa primera; y que cualquier sujeto que no responda a una
dosis dada no respondera a una que sea mas baja que esa. El objetivo final de
este método es calcular la CL50 (concentracion letal que afecte al 50% de los
expuestos). Es un método estadistico en donde el punto final se determina por
interpolacién, a partir de las frecuencias acumuladas de respuestas positivas y

negativas.

Para realizar el grafico se tiene que hacer la acumulacion de respuestas
positivas, sumar desde la dilucion mas alta a la mas baja y la acumulacién de

respuestas negativas, sumar desde la dilucibn mas baja a la mas alta

Obtener la proporcién de respuestas positivas sobre respuestas negativas y el
% de respuestas positivas a partir de los totales acumulados. Por udltimo se
grafica las respuestas positivas y negativas acumuladas en funcion del Logo de
la concentracion, se interpola el 50% y se obtiene el dato (Instituto de virologia,
2013)
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Figura 26. Esquema para determinar la CL50. (A) representa la eclosién de las
artemias. (B) Las diluciones para tener los viales a diferentes concentracion y (C)
conteo de 1020 artemias para cada vial.

6.2.3. Efecto gastroprotector

Para este procedimiento se trabajé con 7 grupos, cada uno con 3 ratas.

Grupo | Solucién salina (SS)
Grupo Il SS mas etanol (ETOH)
Grupo Il Pepto bismol (PEPTO)
Grupo IV PEPTO mas ETOH
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GrupoV  Acido citrico (CIT)
Grupo VI  CIT mas ETOH

Extracto de las hojas de zarzamora

Grupo Vi (ZARZA)

a) Se pesOy se marco a las ratas.

b) Se les administré por via oral un mililitro de la sustancia o extracto
correspondiente.

c) Después de una hora se les administré un mililitro de ETOH al grupo
correspondiente.

d) Después de una hora se sacrifico a las ratas y se obtuvo su estbmago para
su evaluacion posterior.

Pesar y marcas las ratas

Administrar por via oral un
mL de la sustancia o extracto

Administrar un mL de etanol

(si aplica)

Eutanasia y extraccion del
estdmago

Andlisis macroscoépico y
microscopico

L

Almacén

Figura 27 Diagrama de flujo 2. Determinacién del efecto gastroprotector

6.2.4. Evaluacién del extracto para el tratamiento de gastritis aguda.

@
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Se trabajo con 4 grupo los cuales cada uno presentaba 6 ratas. Los grupos con los
que se trabajo fueron.

Grupo!l ETOH
Grupo Il ETOH mas PEPTO
Grupo Il ETOH mas AC
ETOH mas el extracto de las hojas de

Grupo IV
zarzamora (ZARZA)

a) Se peso6y marco a las ratas.

b) Se les administrd por via oral un mililitro de ETOH a todos los grupos.

c) Después de una hora se les administré un mililitro de la sustancia o extracto
correspondiente.

d) Una vez transcurrido un dia se sacrific6 a una rata de cada grupo Yy se
extrajo el estbmago para su evaluacion posterior y a las ratas restantes se
les administré un mililitro de la sustancia o extracto correspondiente; Esto se
repitié hasta que el estbmago se recuperara por completo o se sacrificara a
la dltima rata del grupo.

Pesary marcas las ratas

Administrar por via oral un mL de
etanol

Administrar un mL del extracto o
sustancia

Despues de 24 H, sacrificar Administrar un ml de la sustania o
1 rata de cada grupo extracto a las ratas restantes

Analisis macroscopico y Continuar con el procedimiento.
microscdpico Hasta recuperacion total del tejido
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Figura 28. Diagrama de flujo 3. Evaluacion del extracto de hojas de zarzamora para
el tratamiento de la gastritis aguda

6.2.4.1 Evaluacién de las lesiones de los estomagos
6.2.4.1.1 Anédlisis macroscopico

Una vez que se obtuvieron los estbmagos tanto de la administracion aguda como
cronica, la evaluaciéon posterior que se realizd fue la medicion de la Ulcera, por
medio de métodos cuantitativos no sistematicos: el nUmero de lesiones y el indice
de ulcera (Ul), donde se multiplico el largo por el ancho, obteniendo asi el area de
las mismas, las cuales se graficaron.

Y por ultimo se obtuvo el porcentaje de inhibicion (1%) de la administracion aguda

el cual se obtuvo utilizando la siguiente formula:

UIEtOH - UITrat)

1% = ( x 100

UIEtOH

En donde
Uleton = indice de Ulcera del tratamiento con etanol
Ultat= indice de Ulcera del tratamiento con PEPTO, CIT O ZARZA

6.2.4.1.2 Anédlisis microscopico
Una vez obtenido los datos se realizaron los cortes histologicos de cada
estbmago, para de esta manera obtener los resultados microscopicos (Ver Anexo

1) y aplicar la escala de medicion por Morini G y Grandi D.

6.2.5 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de ANADEVA de una via o Kruskall-Wallis, en el caso
donde se encontraron diferencias significativas con p<0.05, se utilizO una prueba
post-hoc (Dunnet), Se grafica los resultados obtenidos del nimero de lesiones y

area de las lesiones en el programa Sigma plot, version 11.0, Sigma Stat 3.5.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados de la determinacion de la CL50
En la Figura 29, se observa la relacion entre las frecuencias acumuladas de los
crustaceos de Artemia salina muertos con respecto a los vivos. Se obtuvo la CL50

para el extracto acuoso de zarzamora de 251 ppm.

160 ~ =@== Crustaceos muertos
> ==@== Crustaceos vivos
o
S 140 -
>
e
o
Py 120 A
o
=
S
§ 100 -~
% CL50 251 ppm
g 80
S
g 60 -

o
1)
=
S 40 +H
[S)
<C
20 T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Log Dosis

Figura 29. Grafico para determinar la CL50 del extracto de las hojas de zarzamora.
Frecuencia acumulada de crustaceos de Artemia salina muertos vs vivos con
respecto al logaritmo de la concentracion del extracto acuoso de las hojas de
zarzamora.

7.2 Resultados del estudio agudo (gastroprotector)

7.2.1 Resultados macroscopicos.

A continuacion se describen los resultados obtenidos en las diferentes fases
experimentales.

En la Figura 30, se muestra el promedio del area de las lesiones (cm?) + E.S.
(panel A) y el promedio del niumero de lesiones +E.S. (panel B) para el etanol
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(ETOH ), subsalicilato de bismuto (PEPTO) y &cido citrico (CIT) como controles
positivos y el extracto acuoso de Rubus fructicosus (ZARZA), con relacion al panel
superior podemos observar que para el extracto y los controles positivos existe
una disminucion del éarea lesionada con respecto al etanol, obteniéndose
diferencias significativas a p<0.05 F=8.35. Asi mismo en el panel B se observa
esta misma tendencia de disminucion pero en este caso referente al nUmero de
lesiones (p<0.05, F=23.0).

1.0 9 * B ETOH
== PEPTO
@ CIT
. ZARZA
—
£
L&
=
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=
o
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@
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Figura 30. Evaluacion del efecto gastroprotector, estudio agudo. Promedio del area
lesionada + E.S. panel (A) y el promedio del nimero de lesiones que se observaron
en cada uno de los estbmagos * E.S. (panel B). Donde PEPTO= subsalicilato de
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bismuto, ClIT=4acido citrico y  ZARZA=extracto acuoso de Rubus
fructicosus.*p<0.05

En cuanto a los resultados del porcentaje de Inhibicién del andlisis macroscoépico
tenemos que tanto los grupos tratados con el pepto como con el extracto acuoso
de hojas de zarzamora previa administracion del etanol, tienen el mismo

porcentaje de inhibicion (65%), siendo mayor con el acido citrico (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de Inhibicion (1%)

Tratamiento N Ul (mm2) (%)1 Peso de rata (g)
Control SSI 3 0 - 320.23
PEPTO 3 0 - 314.73
CiT 3 0 - 302.27
ETOH 3 0.586 0 346.63
PEPTO + ETOH 3 0.205 65 271.66
CIT. +ETOH 3 0.132 77 293.06
ZARZA + ETOH 3 0.205 65 277.67

Sin % de inhibicion, controles integros, sin administracién de ETOH.

7.2.2 Resultados microscépicos

En la Tabla 6 se muestra en la primera columna la estructura macroscopica del
estdbmago después de los tratamientos, en donde se observa que el control integro
(SS) presenta la morfologia tipica de un estdbmago sano; cuando se realiza la
administracion de etanol (ETOH ) se observa que produce lesiones caracteristicas
en la mucosa gastrica, como ulceracibn hemorragias y pérdida de solucion de
continuidad, en relacion con PEPTO (pepto bismol™) y CIT (acido citrico), no se
aprecian hay lesiones aparentes, en los grupos previamente tratados con etanol,
se observan lesiones las cuales son menores en cuanto a tamafio y numero. Las
lesiones fueron clasificadas de acuerdo a la escala de medicion por Morini G y
Grandi D* (Ancheta y Guzméan, 2011). En las siguientes columnas se muestran las
fotografias de los cortes histolégicos que se realizaron a cada estbmago y fueron
tefiidos con las tinciones de hematoxicilina-eosina (HyE), violeta de cresilo y azul
de toluidina respectivamente y en la ultima columna se encuentra la descripcion

de las lesiones que presenta cada estobmago.
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Tabla 6. Evaluacién microscoépica del efecto gastroprotector del extracto acuoso de

las hojas zarzamora, estudio agudo.

Grupo

Estdmago

Clasificacion
(Grado)

Cortes histoloégicos

Violeta

Descripcién

SS

la estructura
se encuentra
sin ninguna
lesion.

ETOH

las tres capas
del estbmago
se

encuentran
dafadas junto
con las
celulas

PEPTO

Las tres
capas se
encuentran
en perfectas
condiciones

PEPTO
+ ETOH

El epitelio o
superficie
luminal se
encuentran
parcialemente
dafnadas

AC

No se
observa
ninguna
lesion

AC +
ETOH

El epitelio y la
lamina propia
presentan
severos
dafios al igual
que las
celulas

ZARZA+
ETOH

Las celulas
del epitelio se
encuentran
parcialmente
dafadas
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7.3 Resultados del estudio crénico.

7.3.1 Resultados macroscépicos

En la siguiente Figura (31), se muestran los resultados tras la administracion
cronica de los tratamientos, en donde en el panel A, se graficd el promedio del
area de lesion, + E.S., observandose diferencias significativas a p<0.05 (H=31.58)
y en el panel B, el promedio del nimero de lesiones en funcién del tiempo * E.S.;
p<0.05, H=83.00. En ambos graficos se observa diferencias estadisticamente
significativas de los tratamientos con respecto al control con ETOH , donde
disminuye en funcion del tiempo, tanto el area como el nidmero de lesiones, tal
resultado se aprecia con los grupos tratados con el acido citrico (CIT) y del

extracto acuoso de las hojas de zarzamora (ZARZA), al segundo dia.

ETOH
PEPTO
cIT

ZARZA

2.0

Area de lesion (cm?)

0.0 -

No. de lesiones

o -
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 dia

Figura 31. . Evaluacion del efecto gastroprotector, estudio crdénico. Promedio del area
lesionada = E.S. panel (A) y el promedio del numero de lesiones que se observaron en
cada uno de los estbmagos * E.S. (panel B). Donde PEPTO= subsalicilato de bismuto,
ClIT=&cido citrico y ZARZA=extracto acuoso de Rubus fructicosus.*p<0.05
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7.3.2 Resultados microscépicos estudio crénico
En la Tabla 7 se muestra en la primera columna la estructura macroscépica del

estbmago después de los tratamientos crénicos tras la previa administracion de
etanol en funcion del tiempo, en donde se observa que en todos los grupos la
muestras iniciales independientemente del tratamiento muestran lesiones
considerables en mayor o menor grado de acuerdo a la clasificacion dada por la
escala de medicién por Morini G y Grandi D* (Ancheta y Guzman, 2011), y en
relacion a el tiempo de administracion las lesiones disminuyen observandose
mejores efectos con el extracto de las hojas de zarzamora y acido citrico, en la
columna tres se observa la clasificacién. En las siguientes columnas se muestran
las fotografias de los cortes histolégicos que se realizaron a cada estdmago y
fueron tefiidos con las tinciones de hematoxicilina-eosina (HyE), violeta de cresilo
y azul de toluidina respectivamente y en la ultima columna se encuentra la

descripcion de las lesiones de cada uno de los estbmagos.
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Tabla 7. Evaluacion microscépica del efecto gastroprotector del extracto acuoso de las

hojas de zarzamora, estudio crénico.

Tratamiento

Dia

Estémago

Clasificacion

(Grado)

Cortes histolégicos

Descripcién

Eosina

Violeta

Azul

ETOH +
Ss

Las celulas
de las tres
capas del
estomago se
encuentran
totalmente
dafiadas

La
submucosa
presenta una
regeneracion
celular pero
las capas
exteriores no

ETOH +
PEPTO

Las celulas
de la mucosa
como del
epitelio se
encuentran
dafiandas

i
¢
£
&

Las celulas
de la mucosa
presentan
una
regeneracion
mientras que
la del epitelio
siguen
dafiadas

Las celulas
de la mucosa
se
encuentran
en perfectas
condiciones
pero las del
epitelio no

Continua....
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Tratamiento

Dia

Estdbmago

Clasificacion
(Grado)

Cortes histoldgicos

Eosina

Violeta

Azul

Descripcion

ETOH +
CIT

Las celulas
del epitelio,
mucosa y
submucosa
se
encuentran
dafiadas

Las celulas
del epitelio
estan
dafandas
pero las de
la mucosa se
estan
regenerando

ETOH +
ZARZA

Las celulas
del epitelio
estan
dafadas y
de la mucosa
solo una
parte

Las celulas
de la mucosa
se estan
regenerando
y las del
epitelio estan
dafiadas

Las celulas
del epitelio
se
encuentran
levemente
dafiadas




8. DISCUSION DE RESULTADOS

El parametro de concentracion letal media (251ppm) obtenida mediante el
bioensayo con Artemia salina del extracto acuoso de las hojas de zarzamora
(Rubus fructicosus) nos indica que es un compuesto bioactivo debido a que el
resultado que se obtuvo fue menor a 1000 ppm o pug/mL, al saber esto se pudo
seguir con el protocolo para evaluar el efecto gastroprotector (estudio agudo)
como el estudio cronico, ademas el dato que se obtuvo también nos indica que es
un compuesto que se considera moderadamente toxico debido a que se encuentra
en el rango de 100-500 ppm segun la clasificacion de CYTED (Sanchez y Neira
2006).

Con base a los resultados macroscopicos obtenidos del efecto gastroprotector
(estudio agudo) y del estudio crénico se encontrd0 que existe una diferencia
significativa entre los tres tratamientos (PEPTO, CIT Y ZARZA) con respecto al
control que fue el ETOH en relacion al nimero de lesiones como al area de las
lesiones causadas por la induccién de la tlcera mediante un método quimico, que

fue la administracion oral de ETOH absoluto.

En cuanto al area de las lesiones en el estudio agudo se puede ver que es menor
el del tratamiento con CIT comparado con los otros dos tratamientos pero el
namero de las lesiones es menor con el tratamiento de la ZARZA. Por lo tanto
ambos tratamiento (CIT y ZARZA) son una buena opcién como un tratamiento

alterno para disminuir el nimero o area de las lesiones.

En lo que respecta al estudio cronico tenemos que con los tres tratamientos las
areas como el numero de las lesiones disminuyen con el paso del tiempo, dicho
cambio es significativo comparado con el control que es el ETOH, pero solo 2

tratamientos (CIT y ZARZA) son los mas eficientes y eficaces, ya que al tercer dia
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no presentan ningun tipo de lesion, en cambio las ratas que fueron sometidas al
tratamiento con PEPTO al tercer dia todavia presentaban lesiones. Los
tratamientos que dieron buenos resultados presentan una similitud, que es el acido
citrico, ya que un tratamiento es solo acido citrico y el otro tratamiento fue con el
extracto de las hojas de zarzamora en el cual uno de sus componentes es el acido
citrico con la Unica diferencia que es que la proporcion en la que se encuentra el

componente, es menor en el extracto.

Sin embargo el estudio agudo a nivel microscopico segun la clasificacion de Morini
G y Grandi D, el tratamiento de ZARZA y de PEPTO obtuvieron el grado mas bajo
debido a que solo presentaban dafio el epitelio o superficie luminal. En lo que
respecta al estudio crénico, se observo en los cortes histologicos que el mejor
tratamiento fue con ZARZA, ya que los resultados del primer dia obtuvieron una
clasificacion de grado dos debido a que presentaba dafio severo la superficie
luminal y de la mucosa pequefias lesiones, al tercer dia se le dio el grado de uno
porque existian todavia pequefias lesiones en la parte del epitelio. Por lo tanto el
extracto de hojas de zarzamora presenta resultados relevantes por lo que pudiera
ser una alternativa de uso como preventivo, teniendo mejor efecto gastroproctector
el CIT, no obstante el extracto acuoso de las hojas de zarzamora protege
considerablemente la mucosa gastrica mucho mejor que el PEPTO. Estas
diferencias se deben principalmente a la composicion y principios activos que

presentan.

En el caso de PEPTO el principio activo es el subsalicilato de bismuto el cual
presenta un efecto citoprotector debido a que cubre la base de la ulcera, absorbe
la pepsina, aumenta la sintesis de prostaglandinas locales y estimula la secrecion
de bicarbonato. Ademas tiene accién sobre H. pylori, inhibiendo su adherencia a la

mucosa y a sus enzimas proteoliticas (Ferrer, 2007).
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Con respecto al CIT, este presenta un pH de 2.2 el cual al estar en contacto con
las glandulas del sistema de regulacion del pH se manda la sefal de que no se
produzca drasticamente una gran cantidad de HCI, por lo que de esta manera ya
no se lesiona mas el estbmago y también se da la sefial que se produzca el moco
para la proteccion, dando como respuesta el efecto gastroproctector (Witchyl,
2004).

En cuanto a la ZARZA, dentro de los componentes principales que pudieran estar
protegiendo la mucosa son el 4cido citrico e isocitrico, flavonoides, antocianinas,
taninos. Debido a que los flavonoides actian como protectores de Ulceras
gastricas e inflamacién, ya que presentan una gran capacidad antioxidante, por
eso es que el efecto gastroproctector aumento, comparado con los otros dos
controles (PEPTO y CIT). En lo que respecta al estudio cronico, los flavonoides
ayudaron debido a presentan un efecto antiinflamatorio y antihemorragico, esto fue
de gran ayuda ya que la mayoria de las Ulceras se presenta hemorragia, por lo
gue este componente nos ayuda a controlar y/o evitarlas, ademas de que
presentan la ventaja de ser hidro y liposolubles por lo que pueden atravesar
faciimente la membrana celular (Ancheta y Guzman, 2011). Otro efecto
farmacoldgico que tienen los flavonoides es que son vasodilatadores, entonces
como consecuencia el flujo sanguineo aumenta, por lo que constituye un
importante mecanismo protector del estimulo &cido, ya que transporta la sangre
rica en oxigeno y las sustancias, como las prostaglandinas y los otros
componentes del extracto, impidiendo la perpetuacion de la secrecion &cida.
Igualmente, impiden la hipoxia local que podria favorecer el mal funcionamiento de
mecanismos defensores locales como, por ejemplo, la renovacion celular
(Rodriguez y otros 2010). Con respecto a las antocianinas estos son otros
compuesto que presentan actividad antioxidante, por lo que genera un efecto
terapéutico de antiinflamatorio, de esta manera ayuda a que el extracto tenga un
mayor efecto gastroproctector y también es otro componente util para el
tratamiento, ya que se sabe que las persona que padecen de gastritis presentan
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inflamacion (Aguilera y Reza, 2011). Y por ultimo los taninos, son metabolitos
secundarios de las plantas, el cual presenta un efecto terapéutico como
antiinflamatorio especifico de la mucosa gastrica, por lo que es un componente del
extracto que ayuda a evitar la inflamacion ademas de que posee otro efecto el cual
es antihemorragico que como se menciond anteriormente, se presentan
hemorragias cuando se padece de gastritis o Ulceras (Quiroz 2007). Debido a que
los componentes que son agentes antioxidantes no los sintetiza el cuerpo
humano, se debe de adquirir por medio de la dieta, el cual una decoccion de las
hojas de zarzamora nos proporcionara estos componentes por o que nos ayudara
a prevenir la gastritis y si ya se padece esta, entonces sera una alternativa del

tratamiento para mejorar esta enfermedad y posiblemente hasta curarla.

9. CONCLUSION

El extracto acuoso de las hojas de zarzamora (Rubus fructicosus) es un
compuesto natural bioactivo, el cual presenta una concentracion letal media de
251 ppm que fue obtenido por el método de Reed Muench. Este extracto acuoso
(Rubus fructicosus) demuestra un efecto gastroproctector ademas de que se
puede usar como tratamiento alterno para las personas que padecen de gastritis,

debido a los componentes que se extrajeron.
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ANEXO |

La técnica histolégica es un conjunto de procedimientos aplicados a un material

biolégico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y conferirle las

condiciones Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes

morfolégicos a través de los microscopios fotonicos y electrénicos (Montalvo
Arenas, 2010).

Procedimientos mediatos o postvitales.

Tienen por finalidad preparar células, tejidos y 6rganos procedentes de seres en

los que los procesos vitales se han detenido y es necesario conservar la estructura

gue tenian en vida. De manera general, para alcanzar este objetivo es necesario

realizar los siguientes pasos:

Toma de muestra

Fijacion: Detener la vida de las células e impedir las modificaciones post
morten que pueda sufrir la célula (procesos autoliticos), manteniendo la
estructura morfolégica de células y tejidos sin que ocurran cambios
notables en ellos (Figura 19). Esto se consigue inmovilizando (por
coagulacion o precipitacion) las moléculas proteinicas e inhibiendo
principalmente las enziméticas haciéndolas insolubles. Esta accion
garantiza la integridad de las células y tejidos; se efectia por mediante
agentes quimicos denominados fijadores. Los fijadores se clasifican en dos
grandes grupos: a) Oxidantes: el tetradxido de osmio (4cido ésmico), el
bicromato de potasio, acido crémico, bicloruro de mercurio o “sublimado
corrosivo”, acido picrico, acido acético. b) Reductores: el formaldehido, el
glutaraldehido, el alcohol etilico, el alcohol metilico. La accién oxidante o
reductora de los fijadores le confieren a las células ciertas condiciones que
posibilitan una mejor aplicacion de las sustancias colorantes, por ejemplo:
el alcohol etilico absoluto conserva el glucégeno, el bicloruro de mercurio
provoca que las anilinas coloreen de manera mas brillante a las fibras

colagenas, el bicromato de potasio facilita la coloracion de las mitocondrias,
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el acido acético permite una mejor tincion de los ndcleos, el cloruro de

calcio conserva e insolubiliza parcialmente a los lipidos.

Muestra Fijador

Figura 32. Fijacién de muestra (Vigo, 2009).

Inclusion: Los tejidos fijados adquieren cierta consistencia y dureza, pero
no la suficiente para que, de ellos, se obtengan secciones delgadas. Estas
secciones, del orden de algunas milésimas de milimetro (5 a 10 um), se
conseguiran cuando los tejidos se infiltren con sustancias denominadas “de
inclusion” y adquieran tal dureza que sometidos al filo de una navaja
produzcan secciones, cortes 0 laminas sumamente delgadas y
transparentes (Figura 20). Las sustancias de inclusion tienen la propiedad
de incorporarse e infiltrarse al interior de las células y tejidos con la
finalidad de servirles de soporte. Asi los tejidos y la sustancia de inclusién
forman un bloque homogéneo en dureza y consistencia, a pesar que sus
componentes tuvieron originalmente distinta dureza. Existen una serie de
sustancias de inclusién que se han empleado o se utilizan actualmente.
Unas son solubles en agua (gelatina, carbowax, glicol metacrilato) otras,
solubles en solventes organicos (parafina, celoidina, resinas epoxicas)
(Montalvo, 2010). Inclusion en parafina. Después de la fijacién y el
‘lavado” de las muestras, éstas se encuentran embebidas en agua o en
alcohol, por lo que resulta imposible que se infiltren con parafina, medio de
inclusion insoluble en agua y alcohol. Por lo tanto, para que los tejidos

puedan ser incluidos en parafina se requiere deshidratarlos e infiltrarlos con
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el solvente de la sustancia de inclusion. Los pasos a seguir para la
inclusién de las muestras en parafina son:
a) Deshidratacion,
b) Impregnacion en el solvente (a este paso también se le denomina
aclaracion o diafanizacion) y

c) Inclusion y formacion del bloque de parafina.

Figura 33. Inclusion en parafina

e Macrotomia (obtencién de los cortes): En esta etapa, los tejidos y la
parafina integran un solo bloque que, posee la dureza y la consistencia
suficientes para obtener secciones delgadas y transparentes (Figura 21)
(Montalvo, 2010).

Figura 34. Micrétomo para parafina.

e Tincion: El procedimiento de coloracion o tincion consiste en que una
estructura celular o tisular adquiere especificamente un color bajo la accién
de una sustancia colorante. Se considera que una estructura se ha
coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido que disuelve al

colorante, no se decolora. El proporcionar color a las estructuras que
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constituyen un tejido o un 6érgano se hace con la finalidad de distinguirlas
entre si y facilitar su observacion. Si se examina al microscopio una seccion
de tejido sin colorear, ya adherida al portaobjetos, se podra constatar que
no es facil discernir sus componentes, pues lo delgado de los cortes y la
diafanizacién producida en los tejidos igualan sus indices de refraccion. La
coloracion proporciona diferencias evidentes entre las estructuras y al
observar los cortes sera facil reconocerlas. Teoria de la coloracion. Existen
dos teorias que explican el procedimiento de la coloracion:

a) Teoria fisica. Considera que la coloracién es un proceso fisico de
adsorcién. Asi, las particulas de las sustancias colorantes disueltas
penetran en los espacios intra e intercelulares en los que se mantienen
adheridas en razon de la cohesion molecular.

b) Teoria quimica. El colorante se une a la sustancia coloreable
combinandose con ella intimamente debido a la presencia de agrupaciones
moleculares &cidas o basicas en los componentes celulares o tisulares que
se unen respectivamente a los cromégenos béasicos y acidos de los
colorantes, formando sales insolubles. Una prueba de ello es el hecho de la
casi imposibilidad de separar completamente el colorante de los
componentes en donde ejercié su accion de tincion aun empleando sus

liquidos solventes (Montalvo, 2010).

Coloracién de hematoxilina-eosina (HyE)

La coloraciobn de hematoxilina-eosina se considera como la técnica de
tincion de uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del
microscopio foténico. Consiste en la tincion de:

a) los ndcleos mediante una hematoxilina, previamente oxidada vy
transformada en hemateina a la que se le aflade una sustancia mordiente
para formar una laca (para tal fin se usan sales metalicas de aluminio,
plomo o fierro). Los nulcleos se colorean de azul, azul morado, violeta,
pardo oscuro o negro, dependiendo de los agentes oxidantes y mordientes

que se utilizaron.
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b) el citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que les confiere

diversos grados de color rosado (Montalvo, 2010).

Coloracion de violeta de cresilo: El violeta de cresilo se usa especialmente
para la tincion nuclear y visualizacion de los cuerpos de Nissl. Se usa como
tincion estandar para identificacion de Helicobacter y de cromatina del sexo
(Xcromatina). Los nucleos se tifien de azul y los cuerpos de Nissl de violeta

(Merck millipore).

Coloracion de azul de toluidina: colorean de azul a los nicleos y a otras
estructuras basdfilas pero, al mismo tiempo, ciertos componentes tisulares
como la mucina, la matriz cartilaginosa o el acido hialurénico se tifien de

violeta o rosado (Montalvo, 2010).

Figura 35. Tincion.

e Montaje: Concluido el proceso de la tincion de los cortes, éstos se deben
colocar en condiciones de proteccién y de poderlos utilizar infinidad de
veces sin que se deterioren (Montalvo, 2010).

Método de deshidratacion
Dia 1: La muestra es colocada sucesivamente en concentraciones crecientes de
alcohol.
ETOH 30%
> 40%
> 50%
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> 60%
> 70%
Dejar cada uno por una hora en agitacion constante, cubriendo muy bien el tejido

en tubos falcon o en frascos de vidrio.

Dia 2:
ETOH 80%
> 90
>100
> 100% alcohol
Etanol/xilol
Xilol

Parafina

Dia 3:

Parafina inclusion.

2da Parte

Para quitar la parafina 35 minutos después, poner en xilol 15 minutos.
Reactivo Tiempo

Xilol 5 min.

ETOH absoluto 5 min.
ETOH absoluto 5 min.

ETOH 96% 5 min.

ETOH 70% 5 min.

ETOH 50% 5 min.

ETOH 30% 5 min.

PBS 3 min. — Laminillas.
Tincion.

Reactivo de tincion.
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Hematoxilina y violeta de cresilo o azul de toluidina 5-8 min.

Lavar con agua corriente y dejar en PBS.

Reactivo
ETOH 30 %
ETOH 50 %
ETOH 70 %
ETOH 96 %
ETOH absoluto
ETOH absoluto

Montaje

Tiempo
30 s.
30s.
30s.
30 s.
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