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Resumen

Resumen

Las rizomas de Ligusticum porteri Coulter & Rose han sido utilizadas tradicionalmente por el
grupo étnico Raramuri en el norte de México como uso ceremonial, ademds se les han
atribuido propiedades para el tratamiento de enfermedades como la diabetes, tuberculosis,
dolores estomacales y diarrea, sin embargo, no existen reportes sobre su uso en el tratamiento
de la Ulcera gastrica. El presente trabajo describe de forma detallada la actividad
gastroprotectora de los extractos organicos de esta planta y del diligustilido (DLG) uno de los

principales metabolitos presentes en las rizomas.

Los extractos organicos obtenidos de la raiz poseen actividad gastroprotectora sobre las
lesiones gastricas inducidas por el etanol. Los extractos de hexano (74.91 + 20.30 mmz) y
CH,Cl, (54.01 + 11.94 mm?) presentaron mayor efecto a la dosis de 30 mg/Kg con
respecto a los extractos de AcOEt (130.4 + 36.14 mm?) y MeOH (166.5 + 34.4 mm?).

El analisis quimico del extracto de hexano permitiéd el aislamiento de la DLG, un
metabolito que posee actividad gastroprotectora (67.64 + 11.88 mm?) a la dosis de 10
mg/Kg, sugiriendo que es uno de los principales metabolitos responsables de la

actividad de la planta.

Con la finalidad de explorar el mecanismo de accidn del DLG se evalué la via del sulfuro
de hidrégeno (H,S) y de dxido nitrico (NO). Los resultados indican que el bloqueo de
los grupos sulfhidrilo libres (-SH) con N-etilmaleimida abate por completo el efecto
gastroprotector del DLG, refiriendo la presencia de estos para poder ejercer su
actividad. La biosintesis del H,S se lleva a cabo por dos enzimas cistationina y-liasa
(CSE), cistationina B-sintetasa (CBS), el bloqueo de estas enzimas con DL-
propargilglicina (PAG) e hidroxilamina (HA) respectivamente no modificaron dicho
efecto, a diferencia de la administracidon exdgena de H,S (Na,S) la cual regula de forma

concentracion-dependiente la actividad del metabolito.

Para corroborar si el H,S tiene participacion directa sobre el mecanismo de accidn de la
DLG se disefié por primera vez una metodologia que permite obtener lecturas de este

gas en tiempo real. Utilizando un electrodo selectivo, se determind la concentracion
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del H,S en la mucosa gastrica en condiciones normales (0.23 + 0.02 uM) y en aquellas
gue presentaban ulcera gastrica (0.13 £ 0.01 uM). La administracion del DLG no solo
previno en todo momento la disminucién de este gas sino que ademas incremento la
concentracion desde el inicio (0.39 + 0.01 uM). La validacion de esta metodologia para
su uso como herramienta farmacoldgica se realizé con L-cisteina como control positivo
(0.51 £ 0.04 uM) y al PAG como control negativo (0.05 + 0.02 uM), asi como farmacos
de referencia como omeprazol, inhibidor de la bomba de protones, y ranitidina, un
antagonista de los receptores H,, los cuales no modifican la liberacién del H,S, a
diferencia de la carbenoxolona un agente gastroprotector el cual incrementa el nivel

de este gas hasta un maximo de 0.33 + 0.09 uM.

Continuando con la exploracién del mecanismo de accion se evalué la via
H,S/Katp/GMPc/NO; utilizando glibenclamida y diazéxido, como bloqueador y activador
respectivamente, de los canales Karp, respectivamente. Se observa que no regulan la
actividad del DLG, lo mismo sucede al bloquear a la enzima guanilato ciclasa con L-
NAME. Sin embargo al bloquear la formacion de prostaglandinas con indometacina, la
actividad de DLG se pierde en su totalidad, sugiriendo que son necesarias para que el

DLG ejerza su efecto.

El DLG evita la deplecion del glutatidon y la formacion de nitritos provocado por las
lesiones inducidas con etanol, sugiriendo la actividad de este metabolito como agente

antioxidante.

La administracién con S-Nitrosotioles exdgenos protegen del dafio gdstrico inducido
por el etanol pero no modifican el efecto gastroprotector de la DLG. Mediante el uso
de la reaccién de Saville, se sugiere que el DLG previene la ruptura de los S-

Nitrosotioles y la oxidacion del NO.

Por otro lado, se establecié por primera vez las condiciones para mantener secciones
de tejido gastrico ex vivo por periodos prolongados, manteniendo su integridad y su
organizacién celular. Con esta metodologia, se encontré que la DLG favorece la
regeneracién de las secciones previamente ulceradas. Esto constituye una nueva

metodologia para estudiar la proteccidn de dafio gastrico ex vivo.
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Abstract

The rhizomes of Ligusticum porteri Coulter & Rose have been traditionally used by the
ethnic group Raramuri located in the north of Mexico in ritual ceremonies, also it has
been attributed several uses for the treatments of aches like diabetes, tuberculosis,
stomachaches and diarrhea, however there are no reports about its use for the
treatment of peptic ulcer. This study describes the gastroprotective activity of the
organic extracts of this plant and from the diligustilide, one of the active metabolites

isolated from the rhizomes.

All the organic extracts obtained from the root exert gastroprotective activity on
ethanol induced gastric lesions. The hexane (74.91 + 20.30 mm?) and CH-Cl, (54.01 +
11.94 mm?) extracts were the most effective at the dose of 30 mg/Kg over the AcOEt

(130.4 + 36.14 mm?) and MeOH (166.5 + 34.4 mm?) extracts.

The chemical analysis of the hexane extract allowed the isolation of the metabolite
diligustilide, this metabolite possess gastroprotective activity (67.64 + 11.88 mm?) at

the dose of 10 mg/Kg, suggesting is one of the responsible for the activity of the plant.

In order to explore the action mechanism of DLG we evaluated the hydrogen sulfide
(H2S) and nitric oxide (NO) pathways; the alkylation of endogenous non-protein-SH
groups with N-ethylmaleimide completely abolish the gastroprotective effect of DLG
suggesting the presence of this agents is needed to exert its activity; the biosynthesis
of H,S is made by two enzymes CSE and CBE, blockage with DL-propargylglycine (PAG)
and hydroxylamine (HA), respectively, do not modify this effect, the exogenous
administration of H,S by Na,S regulates in a dose - response manner the activity of the

metabolite.

To corroborate if H,S has a direct participation over the action mechanism of DLG,

here we proposed a new method to detect low concentrations in the mucosa on real
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time. Using a selective electrode we determinate the total concentration of H,S on the
gastric mucosa on normal conditions (0.23 + 0.02 uM ) and on ulcerated stomachs
(0.13 £ 0.01 uM). The administration of DLG not only prevents the decreasing of this
gas but also increases the total concentration (0.39 + 0.01 uM. For the validation of the
methodology it was used L-cysteine as a positive control (0.51 + 0.04 uM) and DL-
propargylglicine as a negative control (0.05 + 0.02 uM). We used reference drugs for
the treatment of gastric ulcer like omeprazole, a proton pump inhibitor, and ranitidine,
an antagonist of the H2 receptors, both compounds did not modify the production of
the H,S. On the other hand, carbenoxolone, a gastroprotective agent, increases the

total concentration to a maximum of 0.33 + 0.09 uM.

Continuing with the exploration on the action mechanism of DLG, we evaluated the
pathway H,S/Karp/GMPc/NO; using glibenclamide and diazoxide, as a blocker and
activator respectively of the Karp channels, did not modifies the gastroprotective
activity of DLG, as well as the blockade of guanilate cyclase with L-NAME. However the
depleting of prostaglandins with indomethacin the gastroprotective activity of DLG

was lost.

Also DLG prevents the depleting of GSH and the formation of nitrites produced by the

lesions induced by ethanol, suggesting its capability as a scavenger.

The exogenous administration of S-nitrosothiols protects the gastric mucosae against
the damage induced by ethanol, but do not modify the activity of DLG, using the Saville
reaction, we established that DLG prevents the rupture of S-nitrosothiols and the

oxidation of NO.

Finally, we established for the first time, the conditions to maintain ex vivo gastric
tissue sections for extended time, maintaining its architecture and cellular
organization. Using this methodology, we found that the DLG increases the
regeneration of ulcerated tissue sections. This is a new methodology to study the

gastric damage ex vivo.
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Introduccion

La prevalencia mundial de desérdenes gastroenterales como la gastritis y la ulcera
gastrica, se ha incrementado en los ultimos afios y es una condicién que va en
aumento. Datos reportados en los Estados Unidos indican que hay aproximadamente
500,000 nuevos casos y 4 millones de pacientes recurrentes de Ulcera gdstrica cada
afio [1]. Adicionalmente el costo estimado para el tratamiento de este padecimiento
oscila en los $3,300 millones de ddlares en tratamiento y $6,200 millones de ddlares
en gastos hospitalarios. En México no existen datos confiables sobre la incidencia y
prevalencia de la enfermedad debido a que debe confirmarse la presencia de la
patologia en los pacientes por lo que la estimacidon de costos no es posible. Sin
embargo, en el 2011 la ulcera gastrica fue catalogada como la primera causa de
enfermedad no transmisible con mas de 1.6 millones de casos en todo el pais
(Informacién Epidemioldgica de Morbilidad, Anuario 2011). Actualmente se asocia al
Helicobacter pylori como agente etioldgico de esta enfermedad en un 50-70% de los
casos y la ingesta de farmacos de tipo analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos
(AINE) en un 25%. Dado que los tratamientos disponibles actualmente sélo se enfocan
en inhibir o neutralizar la liberacién del HCl en el jugo gastrico, ofrecen poca ventaja en
aquellos pacientes que se encuentran infectados por el H. pylori, ya que la disminucion
del pH favorece la proliferacién de la bacteria. Esta es una de las razones por las cuales
es necesario explorar otros mecanismos de accion que no involucren la modificacion

de la liberacidn del HCI.

El presente trabajo busca aportar informacién fitoquimica y farmacoldgica que
demuestre la actividad gastroprotectora de la planta Ligusticum porteri, tanto de los
extractos organicos como de los metabolitos, con el fin de obtener una alternativa
para el tratamiento de la ulcera gastrica e identificar el mecanismo de accidn de estas

moléculas para comprender mejor su actividad farmacoldgica.
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1.1 Estémago

El estdbmago es una porcion dilatada del tracto gastrointestinal que tiene tres
funciones principales: el almacenamiento de la comida, mezclar los alimentos con la
secrecidn gastrica y regular el flujo de los alimentos procesados hacia el intestino para
su posterior digestion y absorcién. La subdivisién anatdomica del estdmago consiste en

tres regiones (Figura 1):

Fondo — con forma de domo que se proyecta en la parte superior del lado izquierdo del

orificio cardiaco. Funciona como reservorio de los alimentos.

Cuerpo — se extiende a nivel del orificio cardiaco hasta la incisura angularis. El cuerpo

es el sitio de inicio del peristaltismo.

Region del antro-piloro se extiende desde la incisura hasta llegar a la primera seccién
del duodeno, funciona como el sitio donde se mezclan los alimentos ademas de

iniciarse el proceso de digestion.

El orificio cardiaco es la parte abdominal del eséfago hasta donde inicia el estémago.
Aunque no cuenta con un esfinter que divida ambas secciones, existen mecanismos

fisiolégicos que previenen la regurgitacion gastroesofagica.

En términos de la funcidén de la mucosa gdstrica el estdmago puede dividirse en dos
regiones, la region exdcrina (secrecion del acido géstrico) localizada en la mucosa del
cuerpo y fondo; y la parte enddcrina (secrecion hormonal) localizada en la mucosa del

antro [2].
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Figura 1: Anatomia del estdmago — tomado de ec-europe.com

1.2 Area secretora de acido (exdcrina)

La mucosa de la porcion exdcrina del estdmago consiste en células epiteliales
columnares que se alinean en la superficie luminal. Estds células secretan moco y un
fluido alcalino. En la superficie de la mucosa existen numerosas cavidades gastricas
gue sirven como conductos para las secreciones de las glandulas oxinticas hacia el
lumen gastrico. Estas glandulas oxinticas contienen células parietales que son las
secretoras del HCl y células mucosas que son las encargadas de la liberacidon de mucina
y bicarbonato, ademads es el sitio de proliferacién y diferenciacién celular que provee a
la mucosa de células de remplazo cuando estas se encuentran dafiadas o son
senescentes. En la base de la glandula se encuentran preferentemente las células

principales que se encargan de liberar pepsinégeno.
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1.3 Area secretora de hormonas (endécrina)

El area del piloro y antro, contiene células secretoras de moco similares a las presentes
en las glandulas oxinticas; sin embargo esta region se caracteriza por la presencia de
células enddcrinas G encargadas de la liberacion de gastrinas. Estas células son de
forma piramidal y presentan microvellosidades en la cara apical. Los granulos
secretores se encuentran en la base de la célula y la liberacidn de la gastrina ocurre por
fusidn por exocitosis con la membrana lateral. Las células enddcrinas D también se
encuentran en esta regién y son las encargadas de la produccion de somatostatina, un
regulador importante de la gastrina y de la secrecién de acido. Los principales
estimulantes de la secrecion del HCl son: 1) la histamina liberada por las células
enterocromafines; 2) la gastrina liberada por las células G; y 3) la acetilcolina liberada
por las neuronas entéricas post ganglionares. Estos agentes interactuan con receptores
a través de dos vias de sefializacién, la via de adenilato ciclasa en el caso de histamina
y el incremento de calcio intracelular en el caso de ACh y gastrina [3]. La somatostatina

se encarga de inhibir la secrecidn del acido (Figura 2)

1.4 Histamina

La histamina es producida en las células enterocromafines por descarboxilacion de L-
Histidina por la enzima histidina descarboxilasa. Al ser liberada, estimula a los
receptores H, de las células parietales, activando a la adenilato ciclasa e
incrementando el nivel de AMPc. También estimula a los receptores Hs; que inhiben a
la somatostatina y por lo tanto estimulan la formaciéon de mds histamina y de HCI.
Tanto la gastrina como el péptido vasoactivo intestinal (VIP) y la ghrelina estimulan;
mientras que la galanina, las prostaglandinas y la somatostatina inhiben la secrecién

de histaminal4, 5].

1.5 Gastrina

La gastrina es el principal estimulante de la secrecion acida en el antro, y en mucho
menor cantidad en la region proximal del intestino delgado, colon y pdancreas. La
gastrina se une a los receptores de colecistoquinina 2 (CCK;), localizados en las células
parecidas a las enterocromafines (ECL) y parietales. Estos receptores se encuentran
acoplados a PLC favoreciendo el incremento de las concentraciones de calcio[6, 7]. La

liberacion de la gastrina es estimulada por la ACh, GRP, secretina, agonistas
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adrenérgicos B, y Bs, calcio, aminodcidos aromaticos y bebidas alcohdlicas. Mientras

gue es inhibida por la somatostatina, galanina y adenosina [8].

1.6 Acetilcolina

Los receptores muscarinicos de las células parietales son de tipo M3 acoplados a
proteinas Gg que regulan a la PLC, generando inositol trifosfato (IP3) permitiendo la
liberacidén de calcio [9]. Las bebidas alcohdlicas estimulan la secrecién del HCl y estos
efectos estdn mediados por la activacién de los receptores M3 [10] y de forma
indirecta regulan la produccién mediante la unién sobre receptores M2 y M4, que

disminuyen la actividad de las células D, bloqueando la liberacién de somatostatina.

1.7 Somatostatina

La somatostatina es un zimégeno de 92 aminodcidos (AA) denominado como
preprosomatostatina. Su hidrolisis forma un péptido de 14 AA y uno de 28 AA, la
somatostatina-14 se encuentra preferentemente en el estdmago, pancreas y neuronas
entéricas. En el estomago las células productoras de somatostatina, activan a las
células vecinas (parietales, ECL y principales), ya sea regulando su actividad via
procesos citoplasmaticos o bien liberando su contenido a la circulacion sanguinea [11,
12]. La activacion se da a través de los receptores de somatostatina de tipo 2; la
gastrina, VIP, agonistas adrenérgicos B, y B3, secretina y adenosina se encargan de
estimular a las células ECL; mientras que la acetilcolina y el interferdn-y se encargan de

inhibir su actividad. Ademads cambios en el pH gastrico y regulan su liberacion [13].

1.8 H'/K" ATPasa

La secrecidn de las células parietales se incrementa por la sefializacién via AMPc y Ca*?
intracelular, que a su vez regulan la activacion de cinasas de proteinas con sefalizacién
rio abajo, esto lleva a la fusién y activacién de la bomba de protones H/K* ATPasa. La
enzima H'/K" ATPasa consta de dos subunidades, la subunidad-a y la subunidad B. La
primera se encarga del intercambio electroneutral entre el K* extracelular y el H*
intracelular, ademds de contener las secuencias responsables de su localizacién en la
membrana apical [14]. La subunidad-B sufre glicosilaciones que protegen a la enzima

de degradacién o internalizacion hacia el citosol [15]. Cabe destacar que bajo las

condiciones de pH elevado (alcalino) las vesiculas que contienen a la bomba de




Marco Tedrico

protones se fusionan con la membrana apical permitiendo asi su translocacion. Los
farmacos inhibidores de la bomba de protones (IBP) como el omeprazol, constan de
dos componentes, un anillo de piridina y uno de benzimidazol unidos por un grupo
metilsulféxido. Cuando estos compuestos entran a los canaliculos secretores de las
células parietales (pH < 1) los IBP sufren un re-arreglo formando una sulfenamida que
reacciona con los residuos de cisteina de la subunidad-a de la bomba H/K" ATPasa

evitando asi que se genere el intercambio catidnico.

Hf
H’ ' H*
\' /
1'%

Estimulaciéon
—> Ho_Ko

ATPasa
Inhibicion >

Protein- Aumento

cAMP —» crizaesla <€——de Ca*
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EGF | GLP-1
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/ \
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SST, | Receptor somatostatina GLP-1| Glucagon-like peptide-1

Figura 2: Factores que regulan la secrecion gastrica en células principales —

tomado de oc-europe.com
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1.9 Mecanismos de defensa de la mucosa gastrica

La mucosa gastrica estd expuesta a multiples agentes nocivos y téxicos, por lo tanto
existen diversos mecanismos que garantizan la homeostasis del estdbmago o aceleran
los procesos de regeneracion de la mucosa, entre ellos se encuentran agentes
guimicos como el 6xido nitrico (NO), sulfuro de hidrégeno (H,S) y bicarbonato (HCO3")
que activan vias de sefializacion que regulan las funciones de este 6rgano. También
existen factores fisicos como la produccion de moco y la microcirculacién que
funcionan como la primera barrera de defensa. En la siguiente seccidn se mencionan

los principales efectores.

1.10 Glutation (GSH)

El tripéptidoglutation reducido (GSH) es una molécula ubicua de bajo peso molecular
cuyas concentraciones oscilan entre 1-10 mM a nivel celular y entre 10-30 uM a nivel
plasmatico. Es uno de los antioxidantes mas importantes que se encarga del control
del estrés oxidativo, actuando como amortiguador rédox. Estd presente en todas las
células eucaridticas en su forma reducida (GSH) y es uno de los principales
antioxidantes no enzimaticos en el cuerpo. Es parte del sistema de glutatidén, junto con
las enzimas glutation-reductasa (GSR), glutation transferasa (GST) y glutatién
peroxidasa (GPX)[16]. El GSH protege a las células del dafio inducido por los radicales
libres, ya sea evitando la peroxidacidn de lipidos o evitando que los grupos sulfhidrilos
sufran oxidacién irreversible después del dafio oxidativo [17]. La exposicion del GSH a
las especies reactivas de oxigeno (ROS) causa su oxidaciéon formando disulfuro de
glutatién (GSSG) que puede regresar a su forma reducida mediante la enzima glutation
reductasa, cuya actividad depende directamente de la disponibilidad de NADPH celular
[18]. EI GSSG puede interaccionar con las cisteinas presentes en las proteinas
formando mezclas de compuestos sulfurados, este proceso es denominado S-
glutationilacidn [19]. El balance en los niveles de GSH se realiza a través de la sintesis
de novo a partir de los aminoacidos precursores (glutamato, cisteina y glicina), la
reduccion de GSSG por la glutation reductasa (GR) y la absorcidon exégena del GSH. La
biosintesis de GSH se lleva a cabo en el citosol celular a partir de dos reacciones

catalizadas por glutamato-cisteina ligasa (GCL) y la GSH sintasa (GS) [20].
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La enzima 3-MST cataliza la conversidn del 3-mercaptopiruvato a piruvato mediante la
degradacion de la cisteina. Esta conversién se lleva a cabo primeramente por la
cisteina aminotransferasa (CAT) a partir de la incorporacién de a-cetoglutarato en la

reaccion.

1.11 Biosintesis del sulfuro de hidrégeno

La produccién del sulfuro de hidrégeno (H,S) dentro del organismo esta a cargo de tres
enzimas; cistationina y-liasa (CSE), cistationina B-sintetasa (CBS) y por la 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST). Las primeras dos utilizan como cofactor al
fosfato de 5’-piridoxal y a la L-cisteina como sustrato, mientras que la 3-MST, como su
nombre lo indica utiliza, al 3-mercaptopiruvato como sustrato [21, 22]. Sin embargo
existe otro método de sintesis del H,S de tipo no enzimatico, regulada por el glutation

reducido (GSH) junto con los cofactores NADPH o NADH (Figura 3).
La enzima CBS cataliza la formacién de la cistationina a través de dos mecanismos

1) Launién de la homocisteina con la serina [23]

2) La union de la homocisteina con la cisteina [24]

La primera fase se denomina de transulfuracion y permite tanto la formacion de
sustratos como de productos. La segunda fase se denomina de oxidacion de la cisteina
y ocurre en la mitocondria permitiendo asi la formacion de subproductos como el a-
cetoglutarato y piruvato ademas de la liberacion de H,S. Esta fase esta regulada

principalmente por la enzima 3-MST.

Parte de la regulacion de la actividad de la CBS depende de la presencia del grupo
Hemo en la parte amino terminal de esta enzima, esto le permite tener la funcién

como sensor gaseoso de tipo rédox [25]. Los estados de oxidacion Fe3*/2*

dependen
primordialmente de las concentraciones del cofactor NADPH [26]. En el estado de
oxidacién Fe** la enzima CBS puede interactuar con los otros dos gasotransmisores

mas importantes, NO y CO [27], permitiendo asi la regulacidn inhibitoria sobre la CBS.

La enzima CSE se considera como un productor de H,S a nivel periférico, dada su
amplia distribucidn en multiples organos y tejidos, ademas de ser regulada por

multiples cofactores como es el caso de la calmodulina [28] . Las altas concentraciones
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de calcio intracelular disminuyen la produccién de H,S a través de esta enzima [29].
Ademas, esta reportado que muchos de los AINEs regulan la expresion de esta enzima
pero no de CBS [30]. Estos efectos mostrados por diversos compuestos como la
indometacina son atribuidos a la modificacién que realizan sobre el gen de esta

enzima.

El sistema CBS/CSE regula las reacciones de trans-sulfuracion y desulfuracién en tejidos
como el intestino, el higado y el estdmago [31]. La trans-sulfuracion esta regulada con
el ciclo de metionina via homocisteina, un aminoacido carente de grupos amino. La
enzima CBS cataliza el paso inicial y dictamina la reaccidn limitante de la via, realizando
la condensacion entre homocisteina y serina para formar cistationina; que sera
metabolizada por la CSE para formar cisteina, a-cetobutirato y amoniaco [32], siendo
este mecanismo el Unico disponible para la formacién de cisteina en células de
mamiferos. Ademas de las trans-sulfuracién, el sistema CBS/CSE realiza reacciones de
desulfuracion que son las encargadas de la formacidn de H,S, CBS cataliza reacciones

de remplazo en posicion B, y CSE cataliza transformaciones en los carbonos By y[33].
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Figura 3: Biosintesis del H,S en la célula: la produccidn endégena ocurre mediante reacciones
oxidativas y de trans-sulfuracion a través de las enzimas CBS y CSE. La fase oxidativa de la
cisteina se lleva a cabo en la mitocondria. Cistationina y-liasa (CSE), Cistationina B-sintetasa
(CBS), 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST). Modificado de Vandiver, 2012 [34]
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1.12 Sulfuro de Hidrégeno (H,S)
El sulfuro de hidrégeno es un gas incoloro con olor intenso que ha sido estudiado
principalmente bajo el contexto de contaminante. Sin embargo, de forma reciente se

ha descrito que el H,S posee multiples funciones dentro del organismo.
El H,S es un acido diprético que se disocia en dos pasos:

HyS > H'+ HS™

HS™ > H"+57
En solucidn acuosa, aproximadamente un tercio de este transmisor se encuentra en su
forma no disociada. H,S es permeable a la membrana plasmatica debido a su
solubilidad de tipo lipofilico. Es sintetizado principalmente en la circulacién, sin
embargo este neurotransmisor puede ser producido en diversas zonas del cerebro
como la médula espinal, cerebelo, hipocampo, nucleo estriado [35] y en drganos como
el corazdn, higado, bazo, pulmones y rifiones [36]. El H,S se encuentra presente en
concentraciones micromolares en la sangre. Sus actividades, como las de cualquier
otra molécula estan dadas por la concentracién en el sistema, es por esto que se han
desarrollado mecanismos de metabolismo que se dan principalmente en la
mitocondria por reacciones de metilaciéon dentro del citosol. EI H,S puede ser
neutralizado por la hemoglobina o por el GSH y ser excretado posteriormente por el
rifdn. Las concentraciones que se han detectado en el cerebro oscilan entre 50-160
umol/L y se encarga de la regulacion de multiples funciones como la liberacién de la
hormona liberadora de corticotropina del hipotdlamo [37], en los procesos de

memoria y aprendizaje e hiperalgesia [38].

El H,S promueve la transmisién sinaptica en el hipocampo e incrementa la
concentracién intracelular de Ca** a través de los canales de NMDA y los receptores
metabotrdpicos de glutamato. En el sistema nervioso entérico se ha descrito que el
H,S regula procesos antiinflamatorios modulados por la activacion de los canales Karp

y regulado por la concentracién de NO [39].

Dentro de los blancos moleculares mas importantes que regula el H,S, como puede

observarse, es a través de la regulacion directa sobre los Katp. Estos canales estan
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compuestos por las subunidades formadoras del poro (Kir6.x) y por las subunidades de
los receptores de sulfonilureas (SUR) que permiten la conversién de sefiales eléctricas
a metabdlicas. Los procesos de inflamacion, nocicepcidn, dolor y muerte celular, estan
reguladas mediante la activacién de los canales Katp por modificaciones alostéricas en

las subunidades SUR1 y SUR2.

Una de las funciones mas destacadas y estudiadas del H,S es su efecto sobre el sistema
vascular, a través de los canales de K* sensibles a ATP regulan directamente el tono
vascular. La apertura de estos canales hiperpolariza la membrana celular e inactiva a
los canales de Ca* de tipo L, induciendo la relajacién del capilar y la disminucién de las
concentraciones de Ca** intracelular [40] y ha generado efectos cardioprotectores

sobre condiciones de arritmias previniendo el dafio isquémico (I/R) [41].

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que el H,S contribuye a las defensas
en el estdmago. La mucosa gastrica expresa tanto las enzimas CBS como CSE, siendo
esta ultima la principal encargada de la producciéon de H,S en este tejido. El H,S
participa principalmente en el incremento del flujo sanguineo y la disminucién de la

tension arterial y previenen la adhesidn de los leucocitos en el endotelio vascular [30].

1.13 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es uno de los principales gasotransmisores, una molécula ubicua
gue tiene la capacidad de difundir a través de las membranas celulares. A diferencia de
otros transmisores, no puede ser ni almacenado ni recapturado. Se le han atribuido
multiples efectos en las diversas patologias del SNC como epilepsia, ansiedad,
depresion mayor. Sin embargo, hoy en dia se sabe que esta molécula regula funciones
en todo el organismo, destacando el mantenimiento de la presion arterial en el
sistema cardiovascular [42] y otras como la activacidon del sistema inmune [43], la
regulacion de la transmisidn neural en el cerebro, agregacién plaquetaria, memoria y

aprendizaje, inflamacion, citroproteccién [44] y gastroproteccion [45].

La sintesis de NO es catalizada por un grupo de enzimas Ilamadas sintasas de NO
(NOS). Existen tres isoformas denominadas sintasa de NO inducible (iNOS), sintasa de
NO endotelial (eNOS) y sintasa de NO neuronal (nNOS). Estas dos ultimas son de tipo

constitutivo, reguladas por calcio y calmodulina, y por modificaciones post-
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traduccionales. El NO es producido enteramente por la conversién de L-arginina a L-
citrulina catalizada por la NOS. Durante el primer paso se forma un intermediario N*-
hidroxi-L-arginina junto con el cofactor NADPH y O,. En el siguiente paso el NHA es

oxidado a citrulina liberando una molécula de NO (Figura 4).

+ NHz ) Ho, _ NH ‘ pe
HoN=( ~ NADPH + O; N=( L~ 12NADPH +0z2  HN—
NH ( ( NH
< “~NADP* + H:0 _ "~ 1/2NADP + H,0 « . NO
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Figura 4: Biosintesis del NO. L-arginina es oxidada al intermediario N“-hidroxiarginina
(NOHLA), utilizando oxigeno molecular y el cofactor NADPH en presencia de
tetrahidrobiopterina (BH,4). El siguiente paso es la oxidacion de la NOHLA a L-citrulina bajos las
mismas condiciones y la subsecuente formacién del radical NO.

El 6xido nitrico activa a la enzima guanilato ciclasa soluble (GC), posiblemente por la
reaccién con el atomo de hierro del grupo hemo. Esta enzima cataliza la conversién del
trifosfato de guanosina (GTP) a trifosfato de guanosina ciclico (cGMP) cuyo principal

efecto es favorecer la vasodilatacion.

En el estdmago, el NO modula la actividad de la bomba de protones [46] evitando el
incremento del HCl en presencia de agentes nocivos como el etanol. Los agentes
donadores de NO incrementan la secrecion in vivo del moco gastrico. El mecanismo
puede estar relacionado con el incremento de sintasas dependientes de calcio que
estimulan la produccion de GMPc a través de la activacidon de la enzima guanilato
ciclasa [47]. Ademads, el NO favorece la integridad y el buen funcionamiento de la
microvasculatura, a través de la adecuada irrigacion en este tejido que tiene dos
funciones; la primera es proveer de nutrientes a la mucosa gastrica y las células
adyacentes; la segunda es la rdpida y eficiente eliminacién tanto de sustancias tdxicas
como de las producidas por el metabolismo evitando asi el contacto excesivo con el
tejido. El NO también posee actividad antioxidante gracias a su capacidad para inhibir

al anién superoxido (O, "), previniendo asi la formacion de mas especies pro-oxidantes.
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1.14 Interacciones entre H,S y NO

Dado que tanto el H,S como el NO poseen efectos similares, en afios recientes se ha
intentado describir si existen interacciones con vias de sefalizacidn, si bien algunos
donadores de NO incrementan la expresion de CSE e incrementan la produccién de H,S
en las células de musculo liso [48], a su vez el H,S activa a la sintasa de éxido nitrico
endotelial (eNOS) incrementando la produccién de NO[49]. Los autores mencionan
gue este efecto se debe a la fosforilacién de esta enzima. Por otro lado, en animales
gue no expresan la enzima CSE, es decir KO-CSE, la concentracién de cGMP es
relativamente menor con respecto a los animales que si la expresan (Wild Type),
sugiriendo la participacion del H,S sobre la produccién de este segundo mensajero. Sin
embargo la relacion directa que se ha descrito es la interaccion quimica ya que H,S 'y
NO producen nitrosotioles. En el organismo el H,S (HS') libera NO a partir del
acarreador intermediario nitrosoglutation (GSNO), potenciando la relajacion del
musculo liso [50]. Se ha reportado que en células endoteliales la formacién del acido
tionitroso, el S-nitrosotiol mds pequeno, se origina en estas células con la presencia de
porfirinas—Fe3+, nitritos y H,S, que al descomponerse forman NO vy el radical HS’, sin
embargo aun no estd clara su funcién[51]. Los estudios indican que los RSNO pueden

funcionar como agentes de mayor estabilidad que los mensajeros individuales.

La S-nitrosacidn de las proteinas es considerada como uno de las modificaciones post-
traduccionales mas importantes, regulan la actividad de las proteinas involucradas en
la contractibilidad muscular, transmision neuronal, transporte celular y apoptosis. El
analisis realizado sobre el enlace S-N revela que éste sufre de una ruptura homolitica
formando NO y radicales tiilo (RSH"). Estas reacciones también pueden darse junto con
metales de transicion como es el caso del hierro presente en la hemoglobina la cual
representa una de las principales fuentes de NO. La nitrosacion modifica el tiempo de
respuesta asi como la frecuencia de actividad de multiples proteinas como el NF-kB, los
canales de Ca** de rianodina en el corazén, factores de transcripcién como el proto-
oncogen perteneciente a la familia de los receptores de tirosina-cinasa c-Src, siendo la

segunda modificacidn de las proteinas seguida por la fosforilacidn.
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1.15 Mucosa gastrica

La mucosa gastrica contiene multiples glandulas mucosas especializadas a lo largo del
estdmago. Las glandulas mucosas del cuerpo y fondo del estémago contienen células
parietales que se encargan de la produccidén de HCl y el factor intrinseco. Las células
principales liberan pepsinégeno y las células cebadas que liberan histamina. Las
glandulas del antro pildérico contienen y liberan gastrina, el principal y mas potente
estimulador de la liberacion del acido gastrico. Las células mucosas como su nombre lo
indica liberan moco rico en glicoproteinas compuesto por cuatro subunidades unidas
por puentes disulfuro que le da la consistencia viscosa. La barrera mucosa y el flujo
sanguineo gastrico mantienen la integridad del estdmago protegiéndolo del jugo
gastrico y de los irritantes en la dieta [52]. Los niveles de GSH en la mucosa gastrica
son elevados en comparacién con otros tejidos (8 mM), siendo el principal

antioxidante presente en la mucosa [53].

1.16 Bicarbonato y moco gastrico

La barrera de moco-bicarbonato constituye la primera linea de defensa del estémago.
Esta barrera estd constituida por un gel a base de moco, bicarbonato y fosfolipidos
tensoactivos que recubren la superficie del 6rgano. Esta barrera permite la difusion del
bicarbonato desde las células hasta la luz del estémago permitiendo asi mantener el
microambiente a un pH neutro (7.2), inactivando la actividad proteolitica de la pepsina
y el dafio del HCI. La consistencia del moco equivale a un 95% de agua y 5% de mucina
y otras glicoproteinas [54]. Las principales proteinas que lo conforman pertenecen a la
familia de las mucinas, MUC2, MUC5AC y MUC6 [55]. La secrecién de moco estimula la
liberacion de hormonas, como la gastrina y secretina, ademas de prostaglandinas PGE;
[56]. Los agentes que dafan la mucosa como los AINES y agentes necrotéxcos como el
etanol, provocan una disipacion del gel de moco y la capa de fosfolipidos, provocando
el contacto del acido con la monocapa de células y dafio en la mucosa [57]. La
secreciéon de HCOs en una capa estable de moco permite un mejor control del
gradiente del pH evitando asi la acidificacidon constante de la region tanto estomacal
como del duodeno. La relacidn de liberacion del HCO;5™ es solo del 10% con respecto a

la concentracion total del HCI, por esta razén la formacidn del gel permite estar en
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mayor contacto con el contenido gastrico ademas de evitar su pérdida o reabsorcion a

la circulacién [54].

1.17 Células epiteliales

Por debajo de la capa de moco, se encuentra la monocapa de células epiteliales, su
funcidén principal es la de secrecion y control en la liberacién de proteinas y
mediadores enddgenos como el HCOs , PGs, proteinas de la familia “Heat shock”

factores de trefoilo considerados como supresores de tumores [58].

Las células epiteliales forman una monocapa polarizada que ofrece una segunda linea
de defensa, permitiendo el control de la permeabilidad de los agentes presentes en la
luz del estémago y de los capilares que se encuentran por debajo de la cara basal de
estas células [59]. La caracteristica principal de la monocapa de células epiteliales es
su tasa acelerada de proliferacion que oscila desde los 3-7 dias; sin embargo las
regiones profundas donde se encuentran las células glandulares puede tardar hasta un
mes en regenerarse. Esto se debe a que provienen de una sola célula troncal
progenitora [60, 61] que posteriormente se convertird en una célula epitelial, y a su
vez proveerd de factores de crecimiento que estimulan tanto a las células epiteliales

como a las mesenquimales [61].

Durante el dafio de la mucosa, las células epiteliales vecinas activan mecanismos de
migracion al sitio de lesidén durante los primeros minutos; finalmente la restitucion de
las células preservadas o de reserva se da una vez que la monocapa recupera su
continuidad [62, 63]. Este proceso se regula por medio del factor de crecimiento
epidermal (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) y el factor de
crecimiento similar a la insulina (ILGF), todos ellos tienen efectos sobre la cascada de

sefializacion activada por mitégenos (MAP) [64]

1.18 Microcirculacion gastrica

El subministro arterial del estémago es derivado de la arteria celiaca que proviene de
la aorta. Las venas drenan en el sistema portal mientras que las linfaticas drenan a los
ganglios linfaticos celiacos. Los capilares y vénulas presentes en la mucosa gastrica
forman una delgada capa de células endoteliales de aproximadamente 0.5-1 um de

grosor adheridos a la membrana basal del epitelio. La microvasculatura permite el
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transporte de oxigeno y nutrientes ademas de producir prostaglandinas y leucotrienos,
factores pro-coagulantes, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), endotelina

entre otros. [65].

De la misma manera, las células endoteliales tienen la capacidad de censar cambios en
la presidon sanguinea, hipoxia y flujo sanguineo. El endotelio se adapta rapidamente a
cambios en el ambiente local; por ejemplo, bajo la presencia de histamina o
serotonina, las células endoteliales de retraen aumentando la permeabilidad de la luz

del tubo hacia la ldmina propia provocando edema [66].

Cuando la mucosa gastrica se encuentra expuesta a algun agente irritante o al
contacto directo con el HCI se incrementa el flujo sanguineo. Este incremento permite
la eliminacién o dilucién de los agentes nocivos, siendo uno de los principales
mecanismos de defensa de la mucosa. Estudios han demostrado que el bloqueo de la
microcirculacion lleva al desarrollo de necrosis en el tejido, este proceso estd regulado
por la activacidon de los nervios sensoriales aferentes [67]. Cuando se realiza la
estimulacion de las terminaciones nerviosas existe la liberaciéon de neurotransmisores
como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P [68]. El
CGRP exhibe su actividad protectora de la mucosa a través de la vasodilatacién de los
vasos capilares activados por ‘NO. La desensibilizacion de estas neuronas con
concentraciones elevadas de capsaicina incrementa la susceptibilidad del tejido frente

a estimulos nocivos [68].

1.19 Ulcera géastrica

La gastritis es una de las patologias mas comunes del tracto digestivo, sobretodo en
personas de mediana edad. Se caracteriza por una inflamacidn en la superficie, por lo
tanto no es muy nociva. Si no es controlada y continua avanzando este padecimiento,
se convierte en Ulcera gastrica. Los agentes encargados de desarrollar la gastritis son
principalmente la infeccion bacteriana o la ingesta de sustancias irritantes, ya que son
las encargadas de dafiar la mucosa gastrica y las uniones estrechas entre la monocapa
de células. Dos de las sustancias mds comunes que se encargan de dafar la mucosa

son el alcohol y la aspirina u otros AINEs.
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La ulcera gastrica es provocada por el desbalance entre los mecanismos de defensa y
los agentes nocivos, ya sea enddgenos o exégeno p.e. gastrina, HCI, pepsina, farmacos
y alcohol. Cuando estas sustancias logran penetrar la mucosa gastrica entran en
contacto con las secciones inferiores del estdmago dafiando a las células vecinas y
provocando hemorragias por el dafio a los capilares adyacentes. Esta condicién puede

ser reversible si se toman las precauciones necesarias.

1.20 Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), también conocidas como intermediarios
reactivos de oxigeno (ROIl), son productos secundarios del metabolismo celular.
Concentraciones bajas o moderadas tienen impacto en multiples funciones del
organismo, como el control y erradicacion de patégenos o en procesos de
cicatrizacién. El tracto gastrointestinal es una fuente directa de formacién de ROS,
debido a que se encuentra en contacto directo con patdgenos, materiales externos y
xenobidticos que pueden provocar inflamacién y subsecuentemente la activacion de
células del sistema inmune como macrdfagos y neutréfilos polimorfonucleares [69].
Sin embargo, la sobreproduccién de estas especies trae como consecuencia la
disrupcion de la homeostasis del organismo [70]. Los principales sistemas
antioxidantes enzimaticos son la glutatién-peroxidasa, glutation-reductasa y Ia
superoéxido dismutasa. La produccidn de las especies reactivas de oxigeno se favorece
con la presencia de agentes nocivos como el cigarro o el alcohol, la radiacion

ultravioleta y el uso de farmacos anti inflamatorios no esteroideos (AINESs).

La formacién de estas especies inicia con la transformacion del oxigeno molecular
(03), que se reduce y forma H,O mediante la respiracién mitocondrial, los productos
secundarios que se forman se denominan en conjunto ROS, estos también pueden ser
formados mediante reacciones enzimaticas, como es el caso del superéxido (0,"), el
radical hidroxilo (OH), el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el acido hipocloroso (HOCI)
[71]. Estas moléculas se caracterizan por tener electrones de valencia no pareados de
naturaleza inestable y altamente reactivos contra proteinas, lipidos, carbohidratos y
acidos nucleicos, formando reacciones irreversibles. El estado rédox afecta
principalmente a los principales antioxidantes disponibles en el organismo como el

glutatidn y la tioredoxina, disminuyendo su efectividad y agotando la concentracién de
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los antioxidantes. Los compuestos radicales como el éxido nitrico (‘NO), didxido de
nitrogeno (*‘NO,) y compuestos no radicales como el peroxinitrito (ONOQO’) y tridxido
de dinitrégeno (N,03) son denominados especies reactivas de nitrégeno (RNS) las

cuales generan reacciones de nitrosacion implicadas en multiples patologias [72].

1.21 Dafio de la mucosa a través de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)
Los AINEs son farmacos utilizados preferentemente para el dolor no neuropatico,
disminuir la inflamacidn y evitar la pirexia corporal. Es ampliamente conocido que la
administracion crénica de estos farmacos produce dafio en la mucosa gastrica,
ocasionando erosiones superficiales (35-60 %), ulceraciones (10-25 %) y hemorragias o
perforaciones del tejido (<1 %) [73]. Si bien los mecanismos por los cuales dafian la
superficie de la mucosa y su caracterizacion microscépica se encuentran ampliamente
descritos, poco se sabe sobre los mecanismos relacionados con el dafio en las regiones
profundas de la mucosa como la lamina propia. El dafio de la mucosa gastrica causado
por los AINEs puede desarrollarse mediante dos mecanismos; la inhibicidon de las
enzimas COX-1 y COX-2. Esto disminuye la formacion de PGE; y PGI,, alterando el
metabolismo del acido araquiddnico y favoreciendo la formacién de leucotrienos a

través de la via de la 5-lipooxigenasa.

Ademas los AINEs ademds incrementan la motilidad gastrica aumentando la
compresion de los vasos sanguineos y bloqueando la microcirculacién. También
incrementan las interacciones entre los neutrdfilos y el endotelio y favorecen la
adhesion a través de la sobreexpresidn de las proteinas integrina B,, ICAMs y selectinas
[74, 75]. Esta adhesion trae como consecuencia la sobreproduccidon de ROS y enzimas
lisosomales que causan dafio a las células de la mucosa, ademas de dafio mitocondrial
mediante mecanismos de fosforilacion oxidativa, elevando la tasa de apoptosis celular

[76].

Estudios han demostrado que la administracidn de aspirina en roedores, provoca dafio
en el endotelio microvascular, deposicion de fibrina, agregacién plaquetaria y
formacidén de trombos. También se observa la formacién de edemas e isquemia tisular,
lo cual explica la formacién de dafio focalizado al realizar la observacion macroscépica

de las lesiones [77].
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1.22 Tratamiento para la tlcera gastrica

La inhibicién de la secrecion gastrica ha sido convencionalmente la parte clave en el
tratamiento de las Ulceras gdstricas y duodenales. Dentro de los grupos que destacan
para este tratamiento se encuentran los antiacidos, los antagonistas del receptor de

histamina H, y los inhibidores irreversibles de la bomba de protones.

Los antiacidos, como su nombre lo indica, son bases débiles de corta duracién y accién
rapida que se encargan de neutralizar el pH gdstrico. En esta categoria se pueden
destacar los compuestos que contienen hidréxidos de aluminio o magnesio, y el
bicarbonato de sodio. Ofrecen un alivio rapido pero se requiere de dosis repetidas y

altas para poder ofrecer un tratamiento contra el desarrollo de la ulcera.

Los antagonistas de los receptores H, ayudan a aliviar los sintomas y favorecen la
recuperacion de la mucosa gastrica. Este tipo de farmacos inhibe la interaccion de la
histamina con su receptor, disminuyendo el volumen y la concentracion de los iones
hidronio H* del jugo gastrico hasta en un 70%. Si bien este tipo de farmacos ofrece
buenos resultados en el tratamiento de la Ulcera gdstrica, poco a poco han sido

sustituidos por los inhibidores de la bomba de protones.

Los inhibidores de la bomba de protones son el tratamiento profilactico para la Ulcera
gastrica, como su nombre lo indica bloquean de forma irreversible estructuralmente a
la bomba de protones. Los inhibidores poseen un grupo benzimidazol unido con un
anillo de piridina que estdn conectados con una cadena de metilsulfinilo. Esta
caracteristica les permite unirse de forma covalente a la ATPasa de la célula parietal a
través de los residuos de cisteina [78]. Dado que actlan directamente sobre la bomba,

permiten aumentar el pH y favorecer las condiciones de regeneracién de la mucosa.

Sin embargo, todos estos farmacos se encargan exclusivamente del bloqueo del acido,
es por esto que en afios recientes multiples estudios se han enfocado en la busqueda
de nuevos farmacos y productos naturales con mecanismos de accidén novedosos que
mejoren las condiciones de la mucosa gastrica. Algunos ejemplos de metabolitos con
potencial gastroprotector destacan: B-mirceno, un monoterpeno aislado de Citrus
auratium, Este metabolito posee actividad antioxidante disminuyendo la actividad de

la enzima mieloperoxidasa (MPO), actuando como antioxidante y favoreciendo la




Marco Tedrico

produccién de moco [79]. El ferruginol, un diterpeno aislado de la conidia Prumnopitys
andina, tiene un mecanismo de accidén basado en la liberacion de la prostaglandina E2
y la inhibicién de la lipoperoxidacién [80]. De la misma manera el mentol, principal
componente de la Mentha sp. ejerce su actividad a través de la activacion de los
canales de Katp [81]. Estos son solo algunos de los multiples ejemplos que existen
reportados en la literatura pero se puede observar que el panorama de blancos

moleculares se amplia con el uso de metabolitos secundarios.

1.23 Ligusticum porteri

L. porteri Coult & Rose (Apiaceae, antes Ubelliferae), es una hierba perenne de 50 a
100 cm de altura. Crece en terrenos fértiles y humedos en prados elevados vy
barrancos. Posee hojas lanceoladas cénicas de 15 a 30 cm de largo X 0.5 a 4 cm de
ancho, posee una raiz principal cubierta con pelos reticulares fibrosos y tiene un olor
caracteristico (Figura 5). Las inflorescencias son blancas con 5 pétalos por flor
dispuestas en forma de campana, de cima plana. Las flores son pequefias de
aproximadamente 2 a 5 mm de diametro, y producen frutos ovalados, oblongos y
acanalados de 5 a 8 mm de largo (Figura 6). Crece en regiones desde los 1500 m hasta

los 3000 m de altura.
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Figura 5: Raiz de Ligusticum porteri (fuente http://www.ahpa.org/)

L. porteri se localiza en las montanas rocosas desde el norte de Wyoming hasta

Chihuahua, se puede encontrar en Colorado, Utah, Idahao, Nuevo México y Nevada.

Figura 6: Flores de Ligusticum porteri (fuente http://www.swcoloradowildflowers.com/)

Es conocida en nuestro pais bajo el nombre de “chuchupaste”, “chuchupate”, los
Raramuri la conocen como “wasia” [82]. Otros nombres para llamar a esta planta son

“osha”, “hierba del amor”, “hierba del 0so” o “raiz de cochino” [83].
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1.24 Fitoquimica
La fitoquimica de L. porteri se basa principalmente en estudios que se han hecho sobre
la raiz de esta planta. La mayoria de los metabolitos descritos se han aislado de los

extractos no polares y de polaridad media [84-86].

Dentro de los monoterpenos asilados la raiz de L. porteri se encuentran: a-pineno (1),
B-pineno (2), a-felandreno (3),B-felandreno (4), p-cimeno (5), limoneno (6), isotimol
metil éter (7), y-terpineno (8), a-terpineno (9), terpinoleno (10), a-fenchol (11), trans-
verbenol (12), mirtenol (13), formiato de bornilo (14), acetato de bornilo (15), tujan-
2,4-(10)-dieno (16), terpinen-4-ol (17), E-piperitol (18), piperitona (19), timol (20),

acetato de isobornilo (21), acetato de Z-sabinilo (22), acetato de a-terpinilo (23).
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Dentro del grupo de los sesquiterpenos encontramos los siguientes metabolitos: a-epi-
cedreno (24), y—gurjuneno (25), B-cedreno (26), drim-8-eno (27), a-acoradieno, (28), 7-
epi-bourban-3-en-5,11-oxido (29), a-amorfeno (30), 4-epi-cubebol (31).
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Las ftalidas aisladas de L. porteri se incluyen:

Z-ligustilido (32), E-ligustilido (33), Z-butilenftalida (34), diligustilido (35), riligustilido

/
J 0
0
0
0

33 34

(36), tokindlido B (37).

35 36 37

Las ftalidas son metabolitos secundarios que se encuentran preferentemente en la
familia Apiaceae [87]. Las especies de Ligusticum han sido utilizadas ampliamente
debido a sus aplicaciones etnobotdnicas, para el tratamiento de la diarrea, diabetes,

neumonia, dolores estomacales etc.[88, 89]




Marco Tedrico TN

Se han aislado 71 ftdlidas y derivados hidrogenados, asi como dimeros a partir de 40
especies de plantas que pertenecen a la familia de las Apiaceas. Las especies que
destacan son Angelica sinensis (Oliv.) (28 ftalidas), Ligusticum chuanxiong (40 ftalidas),

Ligusticum officinale (20 ftalidas) y Ligusticum wallichii Franch. (27 ftalidas) [90].

Las ftalidas también conocidas como 3H-isobenzofuran-1-onas (38) se caracterizan por
presentar un nucleo biciclico constituido por la fusidn entre el benceno (anillo B) y una
y-lactona (anillo A)(39). Se ha postulado que se originan a partir de la reaccién

intramolecular del correspondiente 4cido y-hidroxicarboxilico (40).

, 0 , 0 o)
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El Z-ligustilido (32) es considerado como el precursor biogénico de diversos dimeros
aislados, a partir de reacciones periciclicas de tipo [m4s+m2s] para dar origen a
compuestos como el diligustilido (35) y el tokindlido B (37), o también reacciones del

tipo [t2s+m2s] para dar origen compuestos como riligustilido (36) y el angelicdlido (41).

[t4s+m2s]

Diligustilido Tokindlido B
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[2s+m2s]

Angelicélido Riligustilido

41

1.25 Biosintesis de las ftalidas.

Poco se conoce acerca de la biosintesis de las ftalidas. En los afios 60’s el grupo de
Mitsuhashi mediante el uso de marcaje isotdpico postuld que la biosintesis de estos
compuestos se debia a través de la union cabeza cola entre las unidades de acetato
(Figura 7a) [91]. Sin embargo una de las rutas biosintéticas que ha sido elucidada y
descrita es la biogénesis del acido micofendlico a través de la ruta de los policétidos

(Figura 7b)[92].

La sintesis de los policétidos esta catalizada por un grupo de enzimas denominadas
policétido sintasas. Para la formacion de la parte del ftalida se parte de una un
tetracétido metilado no reducido; posteriormente se cataliza una reaccidn
intramolecular del tetracétido por el mismo dominio de la enzima MpaC’ para formar
el acido 5-metilorselinico (5-MOA). La enzima MpaDE’ hidroxila el metilo en posicién
al carboxilo, para originar el acido 4,6-dihidroxi-2-(hidroximetil)-3-metilbenzdico
(DHMB). Posteriormente se forma lactona por el dominio de hidrolasa de la misma
enzima, para dar origen al intermediario de tipo ftalida 5,7-dihidroxi-4-metilftalida
(DHMP). La enzima de tipo preniltrasnferasa permite la adicion del grupo farnesilo en
el anillo de benceno de la ftalida (FDHMP), seguido de la ruptura oxidativa de la
cadena de farnesilo produciendo el acido dimetil micofenélico (DMMPA) [93].
Finalmente la O-metilacién a partir de la enzima S-adenosil-.-metionina (SAM) forma el

acido micofendlico (MPA).
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1.26 Bioactividad de las ftalidas
Si bien existe mucha diversidad entre los tipos de ftalidas y se encuentran
ampliamente distribuidas, los estudios reportados se enfocan principalmente en los

monomeros Z-ligustilido (32) y Z-3-butilenftalida (34).

Existen reportes que le atribuyen efectos sobre el sistema nervioso central. La Z-3-
butilenftalida revierte los efectos de escopolamina en el modelo de cdmara de
evitacién pasiva sobre la memoria a corto plazo [94]. De igual manera, reduce el
tiempo de hipnosis ocasionado por el pentobarbital sugiriendo su participacidon sobre
los receptores GABAa [95]. De forma interesante si se pierde la doble ligadura de la
cadena lateral en esta molécula, los efectos antes mencionados se inhiben,

provocando los efectos contrarios [96].

La Z-3-butilenftalida tiene efectos sobre la vascularizacion, previniendo la formacién de
trombos y evitando la isquemia en cerebro, incrementando el flujo sanguineo y el
didmetro de las arteriolas [97], ademas de disminuir la expresiéon del mRNA que
codifica para las proteinas HSP 70 y c-Fos, relacionadas con procesos inflamatorios,

disminuyendo la tasa de muerte neuronal [98].

La administracién de Z-ligustilido (32) protege contra la isquemia en el cerebro
minimizando el estrés oxidativo y la disminucién de apoptosis. Estos efectos se
observan al disminuir el nivel de MDA e incrementando la actividad de la enzima
antioxidante glutation peroxidasa (GSH-Px) y la enzima superdxido dismutasa, ademas

de sobreexpresar el gen de Bcl-2 y atenuar la expresion de Bax y caspasa 3 [99].

El Z-ligustilido (32) previene la producciéon de ROS y disminuye la expresion de la
MAPK, NF-kB [100] e inhibe la expresién del TNF-a. Todos estos indicios revelan que
las ftalidas poseen actividad preferentemente sobre el sistema inmune, previniendo el

estrés oxidativo y regulando la irrigacidén sanguinea en la vascularizacion.
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Figura 7: Mecanismo de biosintesis de las ftalidas.
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2 Hipotesis

Los distintos extractos (metanol, diclorometano, acetato de etilo y hexano) obtenidos
de la raiz de Ligusticum porteri contendran principios activos, los cuales presentaran
un efecto gastroprotector, sobre el dafio gastrico inducido por etanol, a través del
incremento de la sintesis de prostaglandinas, grupos sulfhidrilos no proteicos, dxido

nitrico y sulfuro de hidrégeno.
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3 Objetivo General

Identificar y aislar los principales metabolitos secundarios bioactivos de la raiz
de Ligusticum porteri (Apiaceae) con actividad gastroprotectora, asi como elucidar su
mecanismo de accién en el modelo de dafio gastrico inducido con etanol en rata

wistar.

Objetivos Particulares

1. Realizar el estudio biodirigido para identificar al o a los componentes activos
gastroprotectores de la raiz de L. porteri en el modelo de dafo gastrico
inducido por etanol.

2. Evaluar la participacién de la via del éxido nitrico (NO), AMPc, canales de
potasio dependientes de ATP (Karp) en la actividad gastroprotectora de los
metabolitos activos de L. porteri.

3. Evaluar la participacién de grupos sufihidrilos enddgenos en la actividad
gastroprotectora de los metabolitos activos de L. porteri.

4. Desarrollar y validar una metodologia para la cuantificacion de H,S in vivo y en
tiempo real en la mucosa gastrica.

5. Evaluar la participaciéon del H,S en la actividad gastroprotectora de los
metabolitos de L. porteri.

6. Cuantificar a los mediadores enddgenos NO, glutatién GSH y nitrosotioles en la
mucosa gastrica y la regulacion que ejercen los metabolitos activos de L.
porteri.

7. Evaluar el efecto restaurador de la mucosa gastrica, de los metabolitos activos

de L. porteri in vitro mediante un cultivo tridimensional de tejido lesionado.
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4 Parte experimental

4.1 Material vegetal
Se utilizé 0.5 kg de la raiz de L. porteri previamente colectado en Basigochi (Chihuahua,
México) en octubre del 2003. Un espécimen fue depositado en el Herbario Nacional

(MEXU) con numero de voucher (31733).
Ademads se consiguieron 4.7 kg de la raiz a partir de fuentes comerciales.

4.2 Preparacion de los extractos orgdnicos de L. porteri.

Para la preparacion de los diferentes extractos organicos se emplearon 4.7 kg de la raiz
de L. porteri, la cual se extrajo exhaustivamente mediante un proceso de maceracion,
empleando como disolventes, en orden creciente de polaridad hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol, realizdndose en cada caso tres extracciones con 12 L de
disolvente dejando entre cada extraccién un periodo de 3 dias a temperatura
ambiente (22-25 °C). El extracto obtenido se filtré por gravedad y el disolvente se
elimind utilizando destilacion a presion reducida obteniéndose los siguientes extractos.
185.7 g del extracto de hexano un liquido viscoso de olor caracteristico color amarillo
ambar; 326.2 g del extracto de diclorometano liquido viscoso color café rojizo, 50 g del
extracto de acetato de etilo color rojizo y 93 g del extracto de metanol color verde
obscuro. Los extractos se mantuvieron sellados, protegidos de la luz y a temperatura

de 4°C hasta el momento de realizar el experimento.

4.3 Induccién del dafio gastrico
El desarrollo de la Ulcera gastrica se llevd a cabo mediante el método de Robert [101].
Los animales fueron privados de alimento de 8 — 12 h antes de administrarles 1 mL de

etanol absoluto por via oral; el dafio gastrico se observa 2 h después.

Posteriormente, los animales se sacrificaron en cdmara de CO,. Se expuso la cavidad
abdominal y se procedié a la diseccidn del estémago, cortando la seccién del eséfago y
duodeno. El tejido se fijo mediante la inyeccién de 5 mL de paraformaldehido 4%. En
un intervalo de 5 — 10 minutos, después se abrid el estdmago realizando un corte a

través de la curvatura mayor del estdmago. Las imagenes del estémago se obtuvieron
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con un microscopio (Celestron 44302-A), y el area de las lesiones se midié mediante el
programa Image J (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014).

4.4 Evaluacién farmacolégica de los extractos orgdanicos de L. Porteri.

Los extractos orgdnicos hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol se
administraron a una sola dosis (30 mg/kg), suspendidos en solucidn salina isoténica 0.9
% (SSI) y como agente emulsificante Tween 80 (0.05%). Los extractos fueron
administrados via intragastrica a animales privados del alimento 10 h antes. Treinta
minutos después se realizd la induccion de la ulcera gastrica como se describid
anteriormente. Los animales fueron sacrificados y se disectd el estémago para medir el

area de dafio (mm?).

4.5 Construccidn de curvas dosis — respuesta

Para la construcciéon de la curva dosis — respuesta de los extractos de hexano vy
diclorometano, se utilizaron 5 dosis (3, 10, 30, 56 y 100 mg/Kg). Los animales fueron
divididos en grupos (n = 6). El grupo control recibié SSI — tween 80 (0.05%). También se
realizé la evaluacion del metabolito diligustilido (DLG) (10, 100, 300 mg/Kg). La
evaluacién del efecto gastroprotector se realizé como se describié antes. Las dosis
fueron seleccionadas en forma logaritmica y para el calculo de la DEsg se utilizé la

ecuacion de Hill.

4.6 Evaluaciéon del mecanismo de accidn gastroprotector del diligustilido

4.6.1 Evaluacion de la via del AMPc

Para determinar si el DLG actuUa sobre la secrecién gastrica, se estudio la via del AMPc,
mediante la siguiente metodologia. Se administré6 a animales con 10 h de ayuno
previo; forskolina (84 pg/Kg p.o.) disuelta en SSI [102] como activador de la enzima
adenilato ciclasa. Treinta minutos después, se administré DLG (10 mg/Kg p.o.), pasados
otros 30 minutos se realizd la induccion de la uUlcera gastrica con EtOH. Por otro lado,
se administré dideoxiadenosina (100 pg/Kg p.o.) disuelta en SSI [103] como inhibidor
de la enzima adenilato ciclasa. Posteriormente, 15 minutos después se administré DLG
(10 mg/Kg p.o.) y se indujo la formacién de la Ulcera y se realizé la diseccion y analisis

del dafio gastrico como se menciond previamente.
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4.6.2 Evaluacion de la via del 6xido nitrico

Para evaluar si el 6xido nitrico participa en el mecanismo de accion del DLG, se
continud con la siguiente metodologia. Se dividieron los animales en grupos (n = 6)
privados de alimento por 10 h previo a la administracion de glibenclamida (1 mg/Kg,
disuelto en NaOH 0.05 M i.p.) un bloqueador de los canales Karp. El segundo grupo
recibié una dosis Unica de diazéxido (3 mg/Kg, disuelto en NaOH 0.05 M i.p.), un
activador de estos canales, un tercer grupo recibié una dosis del éster metilico de NG-
nitro-L-arginina (L-NAME) (70 mg/Kg, disuelto en SSI, i.p.), un inhibidor no selectivo de
la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS). Treinta minutos después de la pre-
administracién de cada farmaco se dio una dosis Unica de DLG (10 mg/Kg, p.o.), se
indujo la Ulcera gastrica, se disectd el estdbmago y se midid el area de dafio como se
describié previamente. Finalmente, un cuarto grupo fue pre-administrado con una
dosis de nitroprusiato de sodio (SNP) (3 mg/Kg, disuelto en SSI, p.o.) un donador de
oxido nitrico. Diez minutos después se administré una dosis Unica de DLG (10 mg/Kg,

p.0.), se indujo la Ulcera gastrica, se disecté el estémago y se midié el area de dafio.

4.6.3 Evaluacidn de la via del sulfuro de hidrégeno

Para evaluar si la participacion de la via del sulfuro de hidrégeno regula el mecanismo
de accidon del DLG se llevd a cabo la siguiente metodologia. Se dividieron los animales
en grupos (n = 6) privados de alimento por 10 h. El primer grupo de esta serie de
experimentos recibié una dosis de N-etilmaleimida (10 mg/Kg, disuelto en SSI, s.c.) un
agente alquilante de los grupos sulfhidrilos libres. Ademas se realizé la curva dosis —
respuesta de dos inhibidores enzimaticos DL-propargilglicina, un inhibidor de la enzima
cistationina y-liasa (CSE) (12.5, 25 y 50 mg/Kg disuelto en SSI, i.p.), e hidroxilamina, un
inhibidor de la enzima cistationina B-sintetasa (CBS) (1, 3, 10 y 75 mg/Kg disuelto en
SSI, i.p.). Treinta minutos después de la pre-administracién de cada farmaco se dio una
dosis Unica de DLG (10 mg/Kg, p.o.), se indujo la Ulcera géstrica, se disectd el estémago

y se midid el drea de afio como se describid previamente.

Finalmente se realiz6 una curva dosis — respuesta utilizando NaHS como fuente
exogena de sulfuro de hidrégeno (H,S) (15, 50 y 150 umol disuelto en SSI en el

momento del experimento, p.o.). Diez minutos después de la pre-administracion del
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NaHS se dio una dosis Unica de DLG (10 mg/Kg, p.o.), se indujo la Ulcera gastrica, se

disecto el estdmago y se midio el drea de dano.

4.6.4 Cuantificacidn de glutation y nitritos

La cuantificacion de glutation en tejido homogenado se realizd mediante el método de
Ellman’s [104]. Se prepard una solucion de DTNB (0.01 M) disuelto en metanol
absoluto, solucién amortiguadora de Tris 0.2 M ajustado a pH 8.2 y disuelto en una
solucién de EDTA-Na, (0.02 M). Posteriormente el pH se ajusté con HCI 1 N. La solucidn

amortiguadora de Tris 0.4 M a pH 8.9 se prepard de forma similar.

Se realizd la curva de calibracidn para los grupos —SH, a partir de una solucion stock de
glutatién 2 x 10 M. Las concentraciones de glutation reducido empleadas para la
realizacién de la curva de calibracién fueron, 10 x 10° a 1 x 10°® M disueltas en EDTA
(0.02 M). Posteriormente se adicioné 0.1 mL de la solucién DTNB y 3 minutos después

se hizo la lectura a 415 nm.

Para la cuantificacion de los grupos —SH libres se tomé 100 mg de tejido estomacal,
disueltos en 1 mL de EDTA (0.02 M), se homogend el tejido y tomd6 400 pL de del
sobrenadante. Después se mezclé con 320 pL de H,0 destilada y 80 pL de acido
tricloroacético (50% p/v). Posteriormente se centrifugd 15 minutos a 3000 g, se tomd
400 pL del sobrenadante y mezclé con 800 uL de solucién amortiguadora Tris (0.4 M,
pH 8.9) y 20 puL de DTNB (0.01 M). Las muestras se leyeron a 415 nm 3 minutos

después.

Para la cuantificacidn de los nitritos se realizé una curva de calibracion. Se prepard 1
mL de una solucion 100 uM de nitrito de sodio, en solucion amortiguadora de fosfatos
(50 uM, pH 7.8). Se dispensé 50 pL de la solucion amortiguadora de fosfatos en 9
pozos, en el primer pozo se agregd 100 uL de la solucién de nitritos 100 uM. Después
se tomo 50 plL del primer pozo y a continuacidn se realizd la dilucidén 1:2 en el siguiente
pozo y asi de manera consecutiva hasta llegar al ultimo. Para obtener las
concentraciones siguientes: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 y 1.56 uM. Permitir que la
solucién de cloruro de N-1-naftiletilendiamina (NED) y sulfanilamida se equilibren a
temperatura ambiente (15-30 minutos). Posteriormente se adicioné 50 pL de la

sulfanilamida a cada uno de los pozos que contienen las diferentes series de la curva
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de nitritos, se dejo incubando 5 minutos protegidos de la luz. Finalmente se adicion6
50 plL de la solucion de NED, se protegié de la luz e incubd durante 10 minutos.

Transcurrido ese tiempo las muestras se leyeron a 520-550 nm.

4.6.5 Formacion de los nitrosotioles

Para la formacion de los nitrosotioles se realizd6 mediante la reaccion entre
nitroprusiato de sodio (SNP) e hidrogeno sulfuro de sodio (NaHS) en concentraciones
equimolares a temperatura ambiente = 25° C [105]. Se utilizd cloruro de cobre (Il)

CuCl, para determinar la formacién de nitrosotioles de acuerdo a la siguiente reaccién.
GSNO + Cu" + H" - GSH + *NO+ Cu®*

Para la cuantificacidon de estas especies se utilizé una modificacién de la reaccién de
Griess, usando el método de Saville [106] con una modificacion, se sustituyd el HgCl,
por CuCl, para evitar la toxicidad sobre el tejido [107]. La cuantificacidn de nitritos se

realizd como se describid previamente.

4.7 Determinacidn de la concentracidn de H,S in vivo en tiempo real

4.7.1 Procedimiento quirurgico

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (62 mg/Kg i.p.). Después de la
anestesia se realiz6 una incisidn debajo del diafragma de aproximadamente 1 cmen la
region epigastrica para exponer el estémago. Posteriormente se realizd una insercién
intra-duodenal del electrodo especifico (Ag/Ag,S) para la cuantificacion de H,S
(ArrowH2S™). Se asegurd que el electrodo se encontrara en el lumen del estémago
para obtener una medicidn correcta. Con el electrodo dentro, se registrd la lectura de
milivolts (mV) cada 5 minutos durante 25 minutos. Consecuentemente se
administraron con una jeringa de insulina 0.2 mL de etanol absoluto (>99.5%)
directamente en el estdmago, y se continué tomando las lecturas cada 5 minutos
durante otros 30 minutos adicionales. Durante el experimento se mantuvo al animal
caliente, la herida fue cubierta con algoddn y se limpid la sangre de la misma. Una vez

finalizado el experimento el animal fue sacrificado por dislocacion cervical.

4.7.2 Curva de calibracién
Se preparé buffer antioxidante que contiene salicilato de sodio 25 g, acido ascorbico

6.5 g e hidroxido de sodio 8.5 g en 100 mL de agua destilada. Se prepararon soluciones
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desde 1 ppm hasta 30 ppm (30, 150, 300, 450, 600, 750 y 900 uM) de NaHS disueltas
en el buffer. La curva de calibracidén se construyé de acuerdo con la relacion entre los

milivolts y la concentracion.

4.7.3 Equipos

La concentracién total se sulfuro de hidrégeno se determind usando un micro
electrodo especifico LS-146AGSCM (Ag/Ag,S) (Lazar Research Laboratories, Inc., Los
Angeles, CA), la sefial eléctrica fue registrada con un medidor de milivots/pH (623N ion
analyzer), conectado a una computadora. Los datos fueron adquiridos con el software

ArrowlON™ ION plotter (1.4.6).

4.8 Sistema 3D de cultivo primario estomacal
La evaluacion del efecto de la restauracidn gastrica de los metabolitos aislados de L.
porteri se llevd a cabo mediante la aplicacidon de un cultivo 3D, de los fragmentos del

tejido estomacal lesionado [108].

Las secciones del tejido se mantuvieron en un sistema de gel de colageno, la
preparacion de este gel fue la siguiente: se utilizé colageno tipo I-A (Millipore 08-115),
medio de cultivo Ham’s F-12 y buffer de reconstruccion (2.2 g de NaHCO; en 100 mL de
0.05 N NaOH y 200 mM HEPES) y se mezclé en una proporcion de 8:1:1 v/v. Se tomd
1.2 mL del gel de colageno y se colocd en un pozo de 30 mm de didmetro interno (Caja
de cultivo Millicell PICM03050, Millicell-CM, Millipore) y se incubé 30 minutos a 37° C.
En el compartimento exterior de la caja de cultivo, se colocaron 5 mL con medio Ham’s

F-12 con 25% de suero fetal bovino y 50 ug/mL de gentamicina

Una vez que se desarrolld la Ulcera gastrica en los animales a partir de la
administracion de etanol absoluto via intragastrica, se fragmentd el tejido y lavé 3
veces con buffer de fosfatos estéril. Los fragmentos se colocaron sobre el gel de
coldgeno previamente preparado y se incubaron bajo una atmosfera de 0,:CO, (95:5).

El medio de cultivo del compartimento exterior se sustituyd cada 7 dias.

Cuarenta y ocho horas después de que el tejido se estabilizd, se adiciond al medio de

cultivo el DLG (10 mM disuelto en SSI y con DMSO < 0.05%) durante 7 dias.
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4.9 Cortes histoldgicos

Una vez cumplidos 7 dias de que el tejido estomacal se mantuvo en condiciones de
cultivo, el tejido fue retirado del medio de cultivo y se fijé sumergiéndolo en una
solucion de paraformaldehido 5% por 15 minutos, posteriormente a los cuales se inicio

el proceso de deshidratacion el cual consistio en la siguiente secuencia:

+ Etanol 50% — 30 minutos

+ Etanol 80% — 30 minutos

+ Etanol 96% — 30 minutos

+ Etanol absoluto — 30 minutos

+ Etanol absoluto: xilol 1:1 — 15 minutos
+ Xilol — 10 minutos

+ Xilol : parafina (1:1) — 30 minutos

+ Parafina a 56° toda la noche

Una vez formado el bloque de parafina se realizaron los cortes histolégicos con un

grosor de 10 micras usando un micrétomo vertical (Lupetec MRP).

4.10 Tincién Hematoxilina y Eosina

Se prepard la hematoxilina de acuerdo al método de Gill, el cual consiste en adicionar
para 1 L: hematoxilina (6 g), yodato de sodio (0.6 g), sulfato de aluminio (52.8 g), agua
destilada (690 mL), etilenglicol (250 mL) y acido acético glacial (60 mL). Una vez
preparada la solucidn, se filtr6 por gravedad con un papel filtro y se almacend

protegida de la oscuridad.

Para realizar la tincidn las secciones previamente desparafinizadas se siguieron los

siguientes pasos

Sumergir en la solucién de hematoxilina de Gill por 15 minutos.
Sumergir en agua corriente por 10 minutos

Lavar con agua destilada

Contratefiir con eosina Y (5% disuelta en EtOH) por 5 minutos
Deshidratar con etanol al 96% por 5 minutos

oA WN e

Deshidratar con etanol absoluto por 5 minutos
7. Aclarar con xileno y montar con aceite de inmersion
Las preparaciones fueron observadas mediante un microscopio vertical Olympus BX51.
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4.11 Prueba de Viabilidad con MTT
Se prepard una solucién en fresco de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), de 5 mg/mL en medio de cultivo Ham F12 sin rojo de fenol. La

solucion se filtré a través de un filtro de 0.2 um y almacenado a 2-8 °C.

La solucion stock de MTT (5 mg/mL) se adicioné al cultivo que se desed evaluar en una
relacion 1:10 y se dejé incubar durante 3 h. Al finalizar el tiempo se realizaron dos

lavados con medio fresco. La pigmentacidn morada se considerd como tejido vivo.

4.12 Animales

Para todos los experimentos se utilizaron ratas wistar con un peso corporal entre 200 y
250 g. Los animales se obtuvieron del Centro de Produccion UNAM-Envigo, Envigo
Meéxico, S.A. de C.V. y se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento. Cada grupo de
estudio consistio de al menos seis animales y después de cada experimento los animales
fueron sacrificados dentro de una camara de CO,. Todos los experimentos siguieron los
estandares éticos que delimitan las guias internacionales para la investigacion

experimental del dolor en animales [109].

Asi mismo, se aplicaron los lineamientos marcados por la Norma Oficial Mexicana para
el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z00-1999) y cualquier esfuerzo fue llevado
a cabo con la finalidad de minimizar el dolor y el sufrimiento en los animales, el nimero
de ratas utilizadas por experimento fue el minimo necesario para tener un analisis
estadistico confiable. Se obtuvo la autorizacion del protocolo por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica
(CICUAL/020/11-2011) y por el Comité de Etica sobre el Uso de Animales de la

Universidad Federal de Amapa, Macapad Brasil (CEUA-UNIFAP-006/2017).

4.13 Farmacos y reactivos

Trizma® base (T6066), glutatién reducido (G4251), acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DNTB) (D8130), nitrato reductasa (9029-27-0), nitrito de sodio (563218), acido
sulfanilico (251917),N-alfa-naftil-etilenediamino (NED) (33461), nitroprusiato de sodio
(71778), sulfuro de sodio Na,S (407410), sulfanilamida (S9251) N-etilmaleimida (NEM)
(E3876), NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (No. Cat. N5751), diazéxido (D9035),
glibenclamida (G0639), forskolina (F6886) 2’,5'-dideoxiadenosina (D7408), DL-
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propargilglicina (No. Cat. P7888), gentamicina (50 mg/mL G1387), paraformaldehido
(P6148), acetato de amonio (A1542), fueron adquiridos en Sigma Aldrich (St Louis, MO,
USA). cloruro de cobre (ll) adquirido de reactivos J.T. Baker®. Colageno tipo I-A
(Millipore 08-115) , suero fetal bovino (Gibco® 10437-036), medio Ham’s F-12 (Gibco®
21700-075). Solucion amortiguadora HEPES (Gibco® 15630-080).

4.14 Determinacidon de las constantes fisicas y propiedades espectroscépicas y
espectrométricas

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Jones y no se
encuentran corregidos. El registro de los espectros fue realizado en las instalaciones de
la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAIl) de la Facultad

de Quimica, UNAM por el personal de la unidad.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN-'H) y de Carbono
13 (RMN—BC) se generaron en un aparato Unity-Inova, marca Varian, el cual se operd a
una radiofrecuencia de 400 y 100 MHz respectivamente. Los espectros se realizaron en

CDCls y los desplazamientos quimicos 6 (ppm), referido al tetrametilsilano (TMS).

4.15 Analisis estadistico

Cada experimento consistio de 6 a 8 animales. Todos los resultados estan
representados como la media * error estandar de la media (EEM) del area total de
daio, area bajo la curva, concentracion de metabolitos. Las diferencias estadisticas
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos se determinaron por medio de un
analisis de varianza de una via seguida por una prueba post hoc de Dunnett o Tukey

segun fuera el caso.
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5. Resultados y discusion

Los resultados del siguiente trabajo se dividen en el aislamiento y purificacion del
diligustilido. La evaluacion general de la actividad gastroprotectora de los extractos de
L. porteri. La identificacion del mecanismo de accién del diligustilido y el desarrollo de
dos metodologias, la cuantificacidon del sulfuro de hidrégeno y el establecimiento de

las condiciones de cultivo ex — vivo del tejido gastrico.

5.1 Obtencidn de los extractos organicos de L. porteri y evaluacién gastroprotectrora.
De la maceracion realizada a las rizomas de L. porteri se obtuvieron 185.7 g del
extracto de hexano, 326.2 g del extracto de CH,Cl,, 50 g del extracto de AcOEty 93 g
del extracto de MeOH. Se decidid evaluar la actividad gastroprotectora de cada uno de
los extractos a la dosis de 30 mg/Kg p.o., se utilizé carbenoxolona (30 mg/Kg p.o.)

como control positivo[110, 111] (Figura 8).
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Figura 8: Efecto gastroprotector de los extractos orgdnicos de L. porteri en ratas tratadas con
EtOH abs. para desarrollarles Ulcera gastrica. Cada barra representa el promedio + EEM del
total de dafio en la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via, prueba post hoc
Dunnett *p < 0.05, ***p < 0.001.
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Los resultados demuestran que todos los extractos poseen actividad gastroprotectora
destacando los extractos de hexano (74.91 + 20.30 mm?) 76% y CH,Cl, (54.01 + 11.94
mm?) 83% de efecto gastroprotector, sin embargo los otros dos extractos también
poseen previenen el dafio de forma considerable comparada con la carbenoxolona,
AcOEt (130.4 + 36.14 mm’) y MeOH (166.5 * 34.4 mm’); 60% y 48% de
gastroproteccion respectivamente. A la fecha no hay estudios que describan la
actividad gastroprotectora de Ligusticum porteri, si bien los principales componentes
descritos en estas planta corresponden a la familia de los ftalidas, también presenta
una importante cantidad de compuestos monoterpenoides que se les ha descrito
como agentes gastroprotectores, tal es el caso de a-terpinol [112], limoneno [113,
114], acetato de terpinilo [115], a-pineno [116], B-pineno [117] o el derivado del acido
cinamico el acido ferulico [118], la deteccion de estos compuestos se ha realizado
mediante estudios de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC/MS) [86] y por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en
inglés)[85].

El siguiente paso fue realizar la curva dosis — respuesta de los dos extractos que
presentaron mayor actividad a la dosis de 30 mg/Kg, los resultados mostraron que
existe un comportamiento dosis — respuesta por parte de ambos extractos. Se realizo
el calculo de la DEsp mediante el modelo de Hill arrojando los siguientes resultados;
hexano (DEsp 18.58 + 2.15 mg/Kg) y CH,Cl, (DEsg 27.65 + 4.42 mg/Kg) Figura 9. En
ambos casos la dosis de 100 mg/Kg logré prevenir casi en su totalidad el dafio
necrosante del etanol absoluto. Los resultados preliminares indican que ambos

extractos poseen metabolitos secundarios con potencial antiulcerante.




Resultados y discusion
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Figura 9: Efecto gastroprotector por via p.o. de los extractos orgdnicos de a) hexano y b) CH,Cl,
previo a la induccion de la ulcera con EtOH. Cada barra representa el promedio + EEM del
total de dafio en la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via, prueba post hoc
Dunnett a) *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001.

5.2 Aislamiento y elucidacion estructural del diligustilido

De acuerdo a lo reportado en la literatura las fracciones no polares obtenidas de la raiz
de L. porteri contienen ftalidas como el Z-ligustilido (32) y diligustilido (35) [85, 119].
Con base en los resultados anteriores se decidié hacer el fraccionamiento quimico del
extracto de hexano con el fin de obtener las ftalidas presentes en la raiz. El extracto de
hexano (150 g) se fracciond primariamente por cromatografia en columna abierta en
gel de silice (750 g) empleando como adsorbente gel de silice (Silica gel G-60 Merck,
granulos de 0.2-0.05 mm, malla 7-230). El proceso de elucién se efectué con hexano,
acetato de etilo y metanol en gradiente de concentracidon ascendente. Se obtuvieron
130 fracciones de 200 mL cada una, reuniéndose aquellas que tuvieran similitudes

cromatograficas.

En la fracciéon 46 se observd la presencia de un sdlido cristalino (4.3 g), que fue
purificado mediante lavados con hexano frio y por recristalizaciones sucesivas con
hexano/AcOEt (8:2). El sélido cristalino tuvo un punto de fusidon de 118 — 120 °C sin

corregir.
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5.2.1 Caracterizacion del diligustilido (14)
La elucidacién estructural del diligustilido se llevd a cabo utilizando técnicas

espectroscépicas y espectrométricas.
A continuacidn se discuten a detalle las sefales principales de los espectros:

El espectro de RMN™C (Figura 10) presenta sefiales para 24 adtomos de carbono. El
analisis del espectro permitio establecer la presencia de sefales para los sistemas a,f3
insaturados de dos y lactonas en, ¢ 126.5 (C-7a), Oc 155.0 (C-3a), 0c168.4 (C-1) y dc
134.18 (C-7a’), ¢ 142.0 (C-7’), 164.9 (C-1’) respectivamente; cuatro carbonos olefinicos
en Oc 148.0 (C-3), dc 112.1 (C-8) d¢ 150.4 (C-3’), 8¢ 108.6 (C-8’), ocho metilenos en d¢
19.7 (C-4), d¢ 27.9 (C-5), d¢ 28.9 (C-9),0¢ 22,27 (C-10), 8¢ 22.3 (C-10’), Oc 31.0 (C-4’), Oc
27.4 (C-5’), d¢ 25.7 (C-9’), también se observan sefiales para tres metinos cabezas de
puente en O¢ 38.3 (C-6), 41.4 (C-6’), Oc 41.5 (C-7), un carbdn cuaternario cabeza de
puente 47.5 (C-3a’), y dos metilos en ¢ 13.9 (C-11) y ¢ 13.8 (C-11').

En el espectro de RMN'H (Figura 11) en la region de hidrégenos olefinicos se observa
una seial doble ancha 0y 7.35 (J= 4.0 Hz) asignable al H-7" beta al carbonilo, y dos
sefiales triples anchas en &y 5.0 y 8y 5.07 que presentan la misma constante de
acoplamiento J = 8.0 Hz y corresponden a los hidrégenos en la posicién H-8 y H-8’

respectivamente.

A campo alto en 8y 3.25 se aprecia otra sefial doble (/ = 8.0 Hz) que integra para un
hidrégeno asignable a H-7. En 04 2.99 se observa una sefial doble de dobles con
constantes de acoplamiento de J = 8.0 y 4.0 Hz que corresponden al hidrégeno H-6’, en
Ok 2.55 se observa una sefial triple ancha que presenta una constante de acoplamiento

de J = 8.0 Hz que corresponde al hidrégeno H-6.
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Figura 10: Espectro de RMN"C del Diligustilido (14) de Ligusticum porteri (100 MHz, CDCls).

También se observa una sefal multiple en &y 1.55 asignable a los H-10/10’; una sefal
triple en 6, 2.55 (J = 8.0 Hz) asignable a los H-4/4’; sefales cuadruples anchas en oy
2.19 con constante de acoplamiento de J = 8.0 Hz asignable a los H-5/5’ y en 64 2.29
(J= 8 Hz) asignable a los H-9/9’ y una senal triple en &, 0.93 (J= 8.0 Hz) asignable a
los H-11/11".

En el Cuadro 1 se presentan los datos espectroscopicos de RMN>C y de RMN'H del

compuesto 14.
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Figura 11: Espectro de RMN'H del diligustilido (14) de Ligusticum porteri (400 MHz, CDCls)

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-'H y RMN-C) vy
permitieron confirmar que las sefales tanto de desplazamiento quimico como las
constantes de acoplamiento coinciden con las reportadas en la literatura [84] para el

producto natural Diligustilido (35). Figura 12.

Figura 12: Estructura del (Z,2’)-diligustilido




Resultados y discusion

Cuadro 1: Datos espectroscépicos de RMN*C (100 MHz, CDCl;) y de RMN'H (400 MHz, CDCls),
del diligustilido.

B (80 'H (84) mult. J en Hz
Posicion
100 MHz 400 MHz
1 168.4
1’ 164.9
3 148.0
3’ 150.4
3a 155.0
3a’ 47.5
4 19.7
2.55 (tr, J=8.0)
4’ 31.0
5 27.9
2.19 (qrJ = 8.0)
5’ 27.4
6 38.3 2.55 (tr, J=8.0)
2.99 (dd, /= 8.0, 4.0)
6 41.4
7 415 3.25(d J=8.0)
7’ 142.0 7.35 (dr, J = 4.0)
7a 126.5
7a’ 134.1

8 112.1 5.00 (tr, J = 8.0)




Resultados y discusion

Cuadro 1. Datos espectroscépicos de RMN™C (100 MHz, CDCl3) y de RMN'H (400 MHz,
CDCls), del diligustilido (Continuacion).

B (80 'H (8y) mult. J en Hz
Posicién
100 MHz 400 MHz
8 108.6 5.07 (tr, J=28.0)
9 28.9
2.29 (q, J=38.0)
9’ 25.7
10 22.2
1.55 (m)
10’ 22.3
11 13.9
0.93 (t, J=38.0)
11’ 13.8

5.3 Evaluacién del efecto gastroprotector del diligustilido obtenido de L. porteri.

Posteriormente se decidid evaluar la actividad gastroprotectora del Z,2’-diligustilido
(DLG) realizando una curva dosis — respuesta utilizando las siguientes dosis; 1, 3, 10,
100 y 300 mg/Kg. Los resultados obtenidos muestran que todas las dosis presentaron
efecto gastroprotector del dafio causado por etanol sobre la mucosa (Figura 13). Como
se puede observar, no existe una relacién dosis — respuesta en las dosis evaluadas, las
dosis de 100 y 300 mg/Kg previnieron es su totalidad ( > 95%) el dafio ocasionado por
el etanol, mientras que a dosis bajas mantienen la misma relacién de efecto entre

ellas. Se utilizé la dosis de 10 mg/Kg para la realizacion de los siguientes experimentos.
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Figura 13: Efecto gastroprotector por via intragdstrica del diligustilido obtenido de L. porteri
previo a la induccidon de la Ulcera con EtOH. Cada barra representa el promedio + EEM del total
de dafo en la superficie del estémago (n = 6). ANADEVA de 1 via, prueba post hoc Dunnett *p
< 0.05, ***p < 0.001.

5.4 Identificacion del mecanismo de accién gastroprotector del DLG

Con base a los resultados anteriores se decidid explorar diferentes vias de sefializaciéon
gue participan en la gastroproteccién. Dentro de los mediadores endégenos que
podemos destacar estd el éxido nitrico (NO), el sulfuro de hidrégenos (H,S) y las
prostaglandinas (PGs). Debido a que el modelo de induccién del dafio gastrico
utilizando etanol absoluto es de tipo agudo, los mecanismos que probablemente estén
funcionando sean de tipo preventivo, es decir mejoren las condiciones de la mucosa,
mas que favorecer los procesos de regeneracién y el bloqueo de la secrecién del acido

clorhidrico.
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5.4.1 Participacion de los grupos sulfhidrilos libres y la via del H,S, en el mecanismo

de accion gastroprotector del diligustilido en el daiio gastrico inducido por el etanol

La primera parte del estudio se enfocd en el estudio del H,S y las enzimas que
participan en su biosintesis cistationina y-liasa (CSE), cistationina B-sintetasa (CBS) y los
grupo sulfhidrilo libres (-SH) que son principalmente residuos de aminoacidos
azufrados reducidos (cisteina y metionina) presentes en las proteinas. De acuerdo al
siguiente esquema se muestra la liberacién del H,S, apartir de las enzimas CBS y CSE;

durante la biosintesis de los aminodcidos azufrados (Figura 14).
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Figura 14: Principal ruta de biosintesis del H,S, se esquematiza la estrategia experimental para
la elucidacion del mecanismo de accidon del DLG, utilizando propargilglicina (PAG) como
inhibidor de CSE, hidroxilamina (HA) bloqueador de CBS y N-etilmaleimida como bloqueador

de los grupos —SH libres.

5.4.2 Bloqueo de los grupos sulfhidrilo libres

Para determinar si la actividad del DLG depende directamente de la presencia de los
grupos sulfhidrilos libres se utilizé a la N-etilmaleimida (NEM) como agente alquilante
de los grupos —SH [120]. En la Figura 15 se muestra el resultado de este experimento.
La primera columna refleja el area de dafio total del etanol sobre la mucosa gastrica,
mientras que en la segunda columna esta el efecto gastroprotector del DLG. La
administracién de la NEM a la dosis de 10 mg/Kg, generd un area de dafio total de
557.4 + 30.85 mm?® es decir, el dafio gastrico inducido por el etanol se vi6

incrementado en un 73.5 %. De manera interesante la co-adminsitracion del DLG con
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NEM abatié por completo el efecto gastroprotector (510.5 + 30.03 mm?). Estos
resultados sugieren que la presencia de los grupos —SH dentro de la mucosa gastricas

son necesrarios para que el DLG pueda ejercer su mecanismo de accién dentro del

estémago.
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Figura 15: Bloqueo de los grupos —SH con NEM. El tratamiento con N-etilmaleimida ademas de
incrementar el dafio sobre la mucosa gastrica evité que el DLG ejerciera su efecto
gastroprotector. Cada barra representa el promedio + EEM del total de dafio en la superficie
del estémago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey *p < 0.001 vs Control, ¥p <
0.001 vs DLG.

Los grupos tioles tienen la funcién de mantener la estabilidad de las proteinas y regular
las concentraciones de glutation dentro del organismo, regulando el estrés oxidativo
dentro del tejido. El bloqueo de los grupos —SH y el aumento de especies reactivas de
oxigeno pueden incrementar la activacion de la via AKT/PI3K llevando asi a la muerte
celular [121]. Ademas el incremento subsecuente de la cantidad de ROS lleva a la
formacidén del acido sulfenilico —SOH. Estas especies son denominadas prooxidantes
gue continuan generando dafo a las células vecinas, lo que podria explicar los efectos

de potenciacion de dafo causados por el bloqueo y oxidacién con la NEM.
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5.4.3 Bloqueo de las enzimas CBS y CSE

El siguiente paso del estudio fue evaluar si la inhibicidn de las enzimas participantes en
la formacion del gastrotransmisor sulfuro de hidrégeno (H,S) regula la actividad
gastroprotectora del DLG. Para ello se utlizé la propargilglicina a las dosis de 12.5, 25 y
50 mg/Kg (p.o.) con base a los experimentos previamente realizados en el grupo de
trabajo [122] y a la hidroxilamina en las dosis de 1, 3, 10 y 75 mg/Kg (i.p.) de acuerdo a

lo reportado en la literatura [123].

a)
400+
& —
£ NE
E £
.% o
3 3
3 3
< <

Figura 16: El bloqueo de la actividad de la enzima CSE por PAG a) y CBS por HA b) no modifico
el efecto gastroprotector del DLG. Cada barra representa el promedio * EEM del total de dafio
en la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey *p < 0.001
vs Control, ¥p < 0.001 vs DLG.

Los resultados obtenidos muestran un comportamiento gastroportector dosis —
respuesta por parte de PAG, sin embargo la inhibicidn de esta enzima no modifica el
efecto gastroprotector del DLG (Figura 16a). Por otro lado las dosis administradas de
HA no tienen un comportamiento dosis — respuesta, pero ejerecen un efecto
gastroprotector. Cabe destacar que a la fecha es la primera vez que se observa este
comportamiento por parte de la HA, de igual forma el comportoamiento del DLG se
mantiene igual en presencia o ausencia de la HA (Figura 16b). En concentraciones que
van desde 25 a 100 mg/Kg la PAG ha disminuido la inflamacién ocasionada por el H,S
en ratones que presentan edema y pancreatitis [124] asi como endotoxemia [125].
Estos estudios respaldan los datos presentados ya la PAG permite regular los valores

de sulfuros presentes en el organismo. Por otro lado la hidroxilamina ha sido utilizado




Resultados y discusion

tanto como un agente reductor como un antioxidante, inhibe a las enzimas que
contengan un grupo hemo, como es el caso de la enzima CBS. Estudios han
demostrado que la desmetilacién del gen cbs favorece la expresién de la enzima CBS y
esto trae como consecuencia el incremento en la sefalizacion CBS-H,S provocando la
iniciacion y el mantenimiento de la inflamacidn periferica e hiperalgesia. Sin embargo,
se requieren mas estudios para corroborar esta actividad en el tejido gdastrico, pese a

esto se sustentan los resultados aqui presentados.

5.4.4 Administracion exdgena de H,S

Para corrobrar si la concentracion de H,S juega un papel importante dentro del
mecanismo de accién del DLG, a ratas con ayuno de 10 h se les dio un pretratamiento
con una fuente de sulfuro de hidrégeno exégeno, NaHS en diferentes dosis; 10, 50 y
150 umol para incrementar la concentracion total de especies azufradas dentro del

tejido (Figura 17).
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Figura 17: Regulacién del Na,S en el efecto del DLG, a bajas concentraciones (15 pM)se
disminuye el efecto gastroprotector del metabolito, mientras que con la concentracién de 50 y
150 UM se presenta efecto aditivo entre el Na,S y el DLG. Los datos representan la media +
EEM de 6 experimentos. El analisis estadistico se realizé mediante un ANADEVA de una via
seguido de una prueba de Tukey. *p < 0.05 comparado con el control, %p < 0.05 comparado
con DLG.
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El drea de dafho en el estdmago disminuyd con el incremento de la concentracion de
Na,S. La concentracidn mas alta, de 150 umol, se puede observar que evita el dafio por
completo por parte del etanol. Estos resultados se encuentran en armonia con los
descritos en la literatura [126], sin embargo, puede observarse que la actividad del
DLG esta relacionada directamente con la concentracién del H,S. Estudios han descrito
gue dosis bajas de NaHS o donadores de H,S reducen la proliferacidon de células de
musculo liso, probablemente por la fosfoliralcion de la cinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK por sus siglas en ingles) y la cinasa inhibidora dependiente de
ciclinas 1, p21Clipl [127]. Ademas el H,S promueve la apoptosis de las células de aorta
humanas activando la cascada de sefalizacién via ERK y la pro-caspasa 3 [128]. Sin
embargo el H,S a concentraciones altas ejerce un efecto anti-inflamatorio
disminuyendo la actividad del sistema inmune y de las células polimorfonucleares. En
conjunto estos resultados sustentan que la participacion del DLG depende

intrinsicamente de la concentracion de H,S presente en el tejido.

5.5 Deteccidn y cuantificacidn in vivo del H,S

Finalmente, para corroborar si el DLG favorecia la liberacién de H,S en el tejido
estomacal, se realizé la cuantificacién de este gas in vivo mediante un electrodo
selectivo en ratas anestesiadas que fueron pre-tratadas con una dosis oral Unica de

diferentes farmacos de accion conocida junto con el metabolito DLG.

5.5.1 Validacién del método in vivo para la cuantificacion de H,S.

Debido a que el H,S posee alta inestabilidad y reactividad, ha dificultado su anaisis
adecuado y la mayoria de las técnicas existentes son exclusivamente de punto final, es
decir solo permiten un unico registro del valor utilizando métodos fluorométicos o
colorimétricos [129, 130]. El uso de electrodos selectivos para la cuantificacion con alta
sensibilidad ha sido utilizado recientemente tanto en modelos in-vitro como in-vivo. En
este trabajo, por primera vez, proponemos un nuevo modelo para la cuantificacién en
tiempo real del H,S en el estdmago de rata, utilizando un electrodo selectivo, y su
aplicacion en la medicion de los cambios en el nivel de este gas en las lesiones

inducidas por etanol.
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5.5.2 Estudios farmacolégicos
Dado que se trata de una metodologia novedosa, es necesario validarla, para lo cual
nos dimos a la tarea de probar farmacos cuya actividad han sido descritas

ampliamente.

Primeramente se se realizé una curva de calibracidn con un rango de concentraciones
de 30, 150, 300, 450, 600, 750 y 900 uM (Figura 18). La curva de calibracién se

construyo de acuerdo a la relacién entre los milivolts y la concentracién molar.
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Figura 18: Curva de calibracidn de la concentracién de H,S vs milivolts en el microelectrodo.
Los milivolts de las diferentes soluciones de Na,S fueron medidos y analizados con el software
ArrowlON™ [ON plotter (1.4.6). Los milivolts de las soluciones fueron graficados contra la
concentracién. n = 3, r> = 0.977, para la ecuacion se obtuvieron los valores de la pendiente y
ordenada al origen como se muestra: mV =-0.6194 + 0.02 (H,S uM) + (-101.5 £ 10.96).

Una vez que se obtuvo la calibracion del equipo se dispuso a realizar la cirugia sobre
los animales, esta fue bien tolerada. Una sola dosis de pentobarbital (6.3 mg/Kg) fue
suficiente para mantener al animal en anestesia general por alrededor de 2 h. Después
de la insicion en el area peritoneal, se introdujo el electrodo 1 cm debajo del estdmago
en el segmento duodenal, entonces se inicid el registro de la concentracion de H,S en
animales con ayuno previo de 10 h. Los resultados muestran que el estémago produce
en promedio 0.23 + 0.02 puM de H,S. Con la administracién de 0.1 mL de etanol
absoluto directamente en el estémago a los 25 minutos iniciado el experimento, la
concentracion de H,S empezd a decaer hasta un minimo de 0.13 £ 0.01 uM al minuto

60 (Figura 19 — Control). Para descartar si la disminucidn en la concentracién de H,S se
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debia por la dilucién provocada por el etanol dentro del estémago, otro grupo de
animales recibié 1 mL de solucién salina a los 25 minutos (Figura 19 - SSI). Puede
observarse que la concentracion de H,S se mantiene constante en este grupo
descartando asi que la disminucién se debe a un efecto por dilucion. El ABC de la

concentracion total del H,S no mostré diferencia significativa comparada contra el

control.
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Figura 19: a) Curso temporal de la cantidad de H,S liberado en el estémago de rata. Cuando
los animales fueron tratados con etanol absoluto al t = 25 min, la concentracién de H,S
empezd a disminuir (V¥), este efecto no se observé a aquellos tratados solo con solucidn salina
(M) . b) El drea bajo la curva no mostré ninguna diferencia significativa comparado con los
animales control. Los datos son representados como la media £ EEM. El andlisis estadistico

desarrollado fue una t-student.

El siguiente paso fue validar esta metodologia utilizando primeramente el precursor
del H,S. Como se habia mostrado previamente, la L-cisteina constituye uno de los
intermediarios y sustratos mas importantes para la formacién de este gas a traves de
reacciones de trans-sulfuracion a lo largo del metabolismo.

Antes de realizar la cirugia, los animales fueron pre-tratados con una dosis Unica de L-
cisteina (50 mg/Kg, p.o.), pasados 25 minutos se realizé el procedimiento de insercidn
del electrodo antes mencionado, se realizd el registro y la induccion de la Ulcera
gastrica. Como se esperaba, la concentracion inicial de H,S se incrementd a 0.51 £ 0.04
UM. Después de la administracion del etanol absoulto, en el minuto 25 la
concentracion empezo a disminuir hasta llegar a un minimo de 0.39 + 0.05 uM (Figura

20a). De forma interesante, el dafio necrético del etanol fue prevenido por efecto de la
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L-cisteina, como habia sido reportado previamente por Xiao [131]. Ademas los niveles
de H,S se mantuvieron por encima del grupo control en todo momento (Figura 20b).
Por otra parte el tratamiento con DL-propargilclicina, un inhibidor selectivo de la
enzima cistationina y liasa (CSE), que participa directamente en la sintesis de H,S,
depleta la cocentracién de este trasnmisor en el estémago desde el t =0 (Figura 20a)
(0.05 £ 0.02 uM). La administracién con el etanol al minuto 25 mantuvo los niveles
bajos del H,S. La cuantificacion total por medio del drea bajo la curva muestra la

diminucién del 90% de la concentracon total comparada contra el control (Figura 20b).
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Figura 20: a) Curso temporal de la cantidad de HsS liberado en el estémago de rata. Cuando el
animal fue pre-tratado con L-cisteina (50 mg/Kg p.o.) la concentracion de H,S se incrementd
(m), después de 25 minutos 0.2 mL de etanol absoluto se administrd; los animales tratados
con el inhibidor de H,S DL-propargilglicina (50 mg/Kg i.p.) muestra una deplecién de la
concentracién del gasotransmisor (@). b) El area bajo la curva muestra que la L-cisteina duplica
la produccion total del H,S mientras que el pre-tratamiento con PAG los depleta. Los datos son
representados como la media + EEM. El andlisis estadistico desarrollado fue un ANADEVA
seguido de un analisis de Tukey *p < 0.05 comparado con el control, *p < 0.05 comparado con
L-cisteina.

Estos resultados nos permitieron corroborar los rangos de deteccidén del sulfuro de
hidrégeno producido en el estdmago tanto en condiciones normales como patoldgicas,

garantizando asi la confiabilidad de las lecturas.

Para determinar la robustez de la técnica y su capacidad como una posible aplicacién
farmacoldgica, se evaluaron tres clases de farmacos utilizados en el tratamiento de la

Ulcera gastrica con mecanismos de accion particulares y especificos.

Primeramente se utilizé la ranitidina, un antagonista de los receptores de histamina Hs.
Los animales fueron pre-tratados con una dosis Unica de 50 mg/Kg p.o., también se

utilizé omeprazol un inhibidor irreversible de la bomba de protones (H*/K* ATPasa) a
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una dosis de 40 mg/Kg p.o. Ambos farmacos se encargan de la inhibicion de la
secrecion de HCl en el estdmago, por lo que su efecto en la mucosa gastrica no
depende ni de la concentracidn ni de la participacién del H,S. Los resultados obtenidos
muestran, como era de esperarse, que el tratamiento con estos fdrmacos no modifican
las concentraciones de H,S en el estdmago. Multiples estudios han demostrado que
tanto la ranitidina como el omeprazol previenen el dafio provocado por el etanol. Los
resultados obtenidos no muestran modificaciones en la concentracion después de la
induccion de la ulcera sobre el sulfuro de hidrégeno (Figura 21a). El area bajo la curva
de la concentracién total tampoco muestra cambios comparados contra el control

(Figura 21b).
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Figura 21. Participacién de diferentes farmacos utilizados en ele tratamiento de la Ulcera
gastrica sobre la produccion de H,S en el estdmago de rata. a) Cuando los animales fueron pre-
tratados con ranitidina (50 mg/Kg p.o.) (A) u omeprazol (40 mg/Kg p.o.) (M) la concentracién
de H,S no se modificé con la administracion del etanol al minuto 25. Los animales pre-tratados
con carbenoxolona (30 mg/Kg p.o) (¥) un farmaco gastroprotector la concentracién se
mantuvo por encima de la del control. b) El drea bajo la curva muestra que ni la ranitidina ni el
omeprazol modifica la concentracion total de H,S a diferencia de la carbenoxolona. Los datos
son representados como la media + EEM. El analisis estadistico desarrollado fue un ANADEVA

seguido de un andlisis de Tukey *p < 0.05 comparado con el control.

Como control positivo se utilizé a la carbenoxolona, un agente semisintético derivado
del acido glicirrético, cuya actividad gastroprotectora ha sido estudiada ampliamente.
Carbenoxolona se ha descrito como un agente modulador de la via del éxido nitrico y

prostaglandinas [111, 132]. La administracidn a animales pre-tratados con una dosis
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Unica de 30 mg/Kg p.o. incrementd la produccién de H,S desde el inicio a una
concentracion de 0.33 £ 0.09 uM. Cuando los animales fueron tratados con el etanol el
nivel de H,S disminuyd hasta una concentracién minima de 0.23 + 0.06 uM al minuto
60 (Figura 21a), siendo superior a la concentracidn en condiciones basales. La
concentracion por encima de los niveles normales puede relacionarse con su accion

gastroprotectora.

Con todos estos resultados, se demuestran las capacidades de esta nueva
metodologia, desarrollada por primera vez para el estudio en tiempo real de la
liberacién del sulfuro de hidrégeno en el estémago. En este trabajo se utilizd un
electrodo de tipo Ag/Ag,S con un rango deteccion entre 0.03-100 uM de H,S. Ese
electrodo ha sido utilizado ampliamente para la cuantificaciéon de H,S en muestras de
sangre y en aorta [133, 134], y para demostrar funciones fisioldgicas del
gasotransmisor dentro del organismo como es el efecto relajante en vejiga urinaria
[135]. Se logrd establecer las condiciones para una lectura adecuada y para determinar
el curso temporal de su liberacidn en un sistema in-vivo. Con el fin de descartar falsos
positivos se utilizaron diferentes fdrmacos con mecanismo de accién conocido.

Todo esto demuestra que esta metodologia es confiable para el estudio de nuevas
moléculas naturales o sintéticas que pudieran regular de forma directa o indirecta la

concentracion del H,S en condiciones normales y patoldgicas.

5.5.3 Participacion del DLG sobre la produccién del H,S

Con el fin de determinar si el DLG modifica el nivel de H,S gastrico, los animales que
fueron pretratados con una désis Unica de DLG (10 mg/Kg). Los resultados muestran de
forma interesanate que la concentracion basal del H,S se incrementé desde el inicio
(0.39 + 0.01 uM) aproximadamente el doble de la concentracidon con respecto al
control (0.23 * 0.02 uM). Cuando se administré el etanol al minuto 25 se pudo
observar que la concentracién de H,S en los animales pre-tratados con DLG no se
modificd, a diferencia del control, se observé que disminuyé a un minimo de 0.13 +
0.01 uM (Figura 22a). El 4rea bajo la curva de este grafico muestra de forma mas clara
que el incremento total en la produccion de este gasotransmisor se debid a la

administracion del DLG (Figura 22b)
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Figura 22: a) Curso temporal de la liberacién de H,S en el estdmago en animales con ayuno y
tratados con solucién salina (V) o DLG (M) (10 mg/Kg), al tiempo 25 minutos, 0.2 mL de etanol
absoluto fueron administrados directamente en el érgano. La administracién con etanol
disminuye la concentracién total de H,S y mientras que el DLG mantiene constante la
concentracién total de este gas. b) El drea bajo la curva de la concentracién total de H,S
muestra que el DLG duplica la concentracién con respecto al control. Los datos son
representados como la media + EEM de 6 experimentos. El analisis estadistico desarrollado fue
una t-Student. *p < 0.05.

Los resultados indican, por primera vez, que el DLG ejerce parte de su efecto
gastroprotector en la mucosa debido a que favorece la liberacion del H,S y mantiene
las concentraciones elevadas aun durante el desarrollo de la uUlcera gastrica. Si bien
aun desconocemos si esta actividad la realiza de forma directa o indirectamente, es
decir, regulando otros mecanismos moleculares cuyo efecto final sea la activacion de
enzimas que liberen este mediador como las sulfurtransferasas, o favoreciendo la

estabilidad del transmisor.

5.6 Participacion de la via del 6xido nitrico (NO) en el mecanismo de accion
gastroprotector del diligustilido en el dafio gastrico inducido por el etanol

La siguiente etapa del estudio consistid en la evaluacion de la via de sefializacion del
oxido nitrico y la participacidon de las prostaglandinas en el mecanismo de accién del
DLG. El 6xido nitrico es el primer gasotransmisor descrito. Es una molécula pequeia
gue difunde a través de las membranas por difusion pasiva, a la que se le han atribuido
multiples efectos dentro del organismo, destacando su funcion como modulador del

sistema inmune y un potente vasodilatador.
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Una vez demostrada la actividad del DLG sobre la produccidon de H,S, se decidié
explorar la via del siguiente gasotransmisor. El NO, a través del esquema propuesto en
la Figura 23. El H,S tiene como blanco molecular a los canales de Karp. Dichos canales
regulan por mecanismos no conocidos, a la enzima éxido nitrico sintasa del endotelio
(eNOS), enzima encargada de la produccion de NO en la vasculatura. A su vez, este
incremento en la concentraciéon de NO activa a la guanilato ciclasa, enzima encargada
de la conversién de GMP a GMPc, un segundo mensajero que a través de
fosforilaciones rio abajo permite la vasodilatacidon en la vascularizacion. La formacion

de prostaglandinas a través de la enzima COX, permite regular la actividad de la eNOS.
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Figura 23: Principal ruta de sefializacion molecular del H,S-NO. Se esquematiza la estrategia
experimental para la elucidacién del mecanismo de accion del DLG, utilizando diazéxido (DZX)
como activador de los canales de Karpy a la glibenclamida (Glib) como inhibidor, éster metilico
de Nw-Nitro-L-arginina (L-NAME) como antagonista competitivo de eNOS y la indometacina
(Indo) como inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa (COX). guanilato ciclasa (GC),
prostaglandina E, (PGE;), guanosin monofosfato (GMP), guanosin monofosfato ciclico (GMPc).

5.7 Participacion de los Canales de K* dependientes de ATP (Karp)

Los canales Karp son uno de los principales blancos moleculares del sulfuro de
hidrégeno. Multiples estudios indican que estos canales son los responsables de los
efectos vasodilatadores. La glibenclamida es un farmaco perteneciente a las
sulfonilureas, ampliamente utilizado en el tratamiento de la diabetes mellitus por su
efecto como bloqueador de los canales Karp. Se administrd una dosis Unica de este

farmaco (1 mg/Kg, disuelto en NaOH 0.05 M, i.p.) 30 minutos antes de la
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administracion del DLG, para el bloqueo de los canales. Asi mismo se utilizé al
diazéxido como un activador de estos canales (3 mg/Kg, disuelto en NaOH 0.05 M,
i.p.). La glibenclamida tiene efectos gastroprotectores a altas dosis [136] mientras que
promueve el dafio a dosis bajas [137]. Al usar dosis altas de glibenclamida se puede
observar su efecto gastroprotector mientras que el diazéxido ejerce activdad
gastroprotectora por si solo. Nuestros resultados muestran que la actividad del DLG no
depende de la participacion de los canales de Karp (Figura 24).
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Figura 24: a) Efecto del pretratamiento con glibenclamida (3 mg/Kg, p.o.) o b) diazéxido (3
mg/Kg, p.o.) en el efecto gastroprotector del DLG (10 mg/Kg, p.o.) en lesiones inducidas por
etanol en ratas. Ni la activacion o inhibicion de los canales Karp modifican el efecto
gastroprotector del DLG. Cada barra representa el promedio + EEM del total de dafio en la
superficie del estémago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey a) p < 0.05 vs
Control, b) p < 0.001 vs control, p < 0.01 DLG vs DZX, p < 0.05 DZX vs DZX + DLG.

A la fecha estd poco claro el efecto que tienen los canales de Karp sobre el efecto
gastroprotector. El grupo de trabajo de Wallace et. al. [138] demostré que la activacion
de estos canales con el agonista pinandicil no produce efectos benéficos en el proceso
del mejoramiento de la ulcera gdstrica. Dichos autores reflejan que parte de los
efectos benéficos del H,S estan en parte relacionados con otros mecanismos que no se
relacionan a los canales idnicos, mientras que el grupo de Medeiros et al.[126]
demuestra que la glibenclamida previene el efecto gastroprotector de la L-cisteina de
forma dosis dependientes, y que probablemente el mecanismo gastroprotector en

conjunto radique principalmente en mecanismos accesorios como la activacion de los
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canales TRPV1 en las neuronas aferentes dentro de la mucosa. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que la regulacidn de estos canales no participa en el mecanismo

gastroprotector del DLG.

5.8 Bloqueo de la formacién del NO

El siguiente paso fue evaluar si la inhibicién de la produccion del dxido nitrico
mediante la pre-administracion de -NAME, un antagonista analogo de la L-arginina,
que bloquea la funcidén de las diferentes isoformas de la enzima oxido nitrico sintasa
(NOS). Se pre-administré una dosis Unica de -NAME (70 mg/Kg, s.c.) 30 minutos antes
de la dosis del DLG (10 mg/Kg p.o.). El bloqueo de la formaciéon de NO, a través de |-
NAME, incremento el efecto necrosante del etanol sobre la mucosa gastrica en un 48%
con respecto al control. Sin embargo, el bloqueo en la produccién del NO, no modificé
el efecto gastroprotector del DLG, sugiriendo que el mecanismo de accion de este

metabolito es a través de una via independiente del NO (Figura 25).
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Figura 25: Efecto del pretratamiento con -NAME (70 mg/Kg, s.c.) en el mecanismo
gastroprotector de DLG (10 mg/Kg, p.o.) en las lesiones inducidas por el etanol en el estémago
de rata. El bloqueo de la formacién de NO incrementa el dafo en la mucosa gastrica, sin
embargo no modifica el efecto gastroprotector del DLG. Cada barra representa el promedio
EEM del total de dafio en la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba
post hoc Tukey p < 0.001 Ctrl vs DLG, p < 0.05 DLG vs -NAME, p < 0.05 -NAME vs -NAME +
DLG.
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El NO juega un papel crucial dentro de la microcirculacién del estdmago, ya que
permite regular la tensidn arterial. Se ha descrito que la administracidon de inhibidores
como -NMMA o -NAME incrementan la tensidn arterias y aumentan la resistencia
vascular de los capilares, volviéndolos mas fragiles y susceptibles a hemorragias. Este
efecto puede explicar el incremento del dafio gastrico observado en nuestros
resultados, a pesar de ello, el DLG pudo prevenir el dafio ocasionado por el EtOH

inclusive en ausencia de la produccién del NO.

5.9 Participacion de las prostaglandinas
Las prostaglandinas son producidas por la enzima ciclooxigenasa utilizando al acido
araquidonico como sustrato, y pueden ser sintetizadas tanto por la enzima constitutiva
COX-1 como por la inducible COX-2. Las prostaglandinas tienen multiples funciones
dentro del organismo, entre las que destacan la regulacion de la tonicidad de los
capilares y la activacion del sistema inmune. Es ampliamente conocido que los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son inhibidores no selectivos de las dos
isoformas de la COX. Al dar un pre-tratamiento con indometacina (10 mg/Kg, i.p.) se
genera una deplecidn no selectiva de prostaglandinas Los resultados de nuestro
trabajo muestran, como es de esperarse, que el tratamiento con indometacina
produce dafo sobre la mucosa gastrica. Sin embargo, se observa una menor area de
dafio sobre el tejido. De forma interesante, el tratamiento con indometacina ocasiona
que el DLG pierda su actividad gastroprotectora, sugiriendo que las prostaglandinas
son necesarias para que este metabolito puede ejercer su efecto protector en la
mucosa (Figura 26). Esta informacién nos permite tener nociones de la via de

sefializacion en la que participa el DLG.
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Figura 26: Efecto del pre-tratamiento con indometacina (10 mg/Kg, i.p.) en el efecto
gastroprotector del DLG sobre las lesiones inducidas con etanol. El bloqueo de la COX por la
indometacina disminuye el efecto del metabolito DLG, sugiriendo que la presencia de las
prostaglandinas es necesaria para que prevenga el dafio ocasionado por el etanol. Cada barra
representa el promedio + EEM del total de dafio en la superficie del estomago (n = 6).
ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey p < 0.05 vs control, p < 0.05 DLG vs Indo.

5.10 Regulacion de la secrecién del HCI

Cémo se ha mencionado antes, la mayoria de los farmacos disponibles hoy en dia para el
tratamiento de la ulcera gastrica radican en la actividad que ejercen sobre la liberacién del
acido gastrico ya que la sobreproduccién de HCI favorece la formacion de ulceras gastricas, se

decidié explorar si el DLG regulaba la secrecion gastrica a través del incremento del AMPc, con

base en el siguiente esquema (Figura 27).
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Figura 27: La secrecién del H" estd regulada por el incremento del AMPc a través de la
activacion de receptores de histamina H, por su ligando, permitiendo asi regular el
funcionamiento de la bomba H/K’, en este trabajo se exploré esta via utilizando a la forskolina
como agente activador de la adenilato ciclasa, y a la dideoxiadenosina como inhibidor de esta

enzima.

Para investigar la participacién del AMPc en la secrecion del acido gastrico en la
gastroproteccién inducida por el diligustilido (10 mg/Kg, p.o.), administramos
forskolina (84 pg/Kg, i.p.), un diterpeno de tipo labdano, activador de la enzima
adenilato ciclasa que incrementa el nivel de AMPc producido en el estdmago y
disminuye el pH en este tejido [139]. Se dio una unica dosis 30 minutos antes de la
administracién del DLG, también se administré dideoxiadenosina (100 pg /Kg, p.o.)
[103] como un agente inhibidor de la adenilato ciclasa; 15 minutos antes de la

administracion del metabolito.
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Figura 28: a) Efecto del pretratamiento con FSK (forskolina, 84 pg/Kg i.p.) y b) DDA
(dideoxiadenosina 100 pg /Kg, i.p.), sobre el efecto gastroprotector del DLG en las lesiones
inducidas por el etanol en ratas. El efecto gastroprotector del DLG no se ve alterado por los
cambios en el 2do mensajero. Cada barra representa el promedio + EEM del total de dafio en
la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey a) *p < 0.05
vs control, *p < 0.05 vs FSK. b) *p < 0.05 vs control, “p < 0.05 vs DLG.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con forskolina, como era de
esperarse, no tiene un efecto protector sobre la mucosa gastrica, ni modifica el efecto
gastroprotector del DLG (Figura 28a). Por el contrario, la disminucién del AMPc por la
dideoxiadenosina (Figura 28b), ofrece una disminucién del drea total de dafio. Parte de
la respuesta observada se debe a que, por un lado, disminuye el transporte de los
iones hidronio a la luz del estémago, evitando que el pH del estdmago descienda.
Como consecuencia, las concentraciones totales de HCOs; se encuentren elevadas,
frenando asi la actividad de la gastrina, una de las enzimas proteoliticas mas
importantes dentro del érgano, enzima que se activa en presencia de pH acido. Los
resultados indican que el aumento o disminucién del AMPc y por consecuencia del pH
no modifica los efectos gastroprotectores del DLG, esto junto con resultados obtenidos
obtenidos en un trabajo previo [140] demuestran que el DLG no modifica ni la

produccién del HCl ni altera el pH estomacal.

5.11 Formacidn de S-nitrosotioles y su efecto protector sobre la mucosa gastrica
La interaccion entre el NO y las moléculas de —SH son la base para la induccion de la S-

nitrosilacidn, y dado que el H,S es el tiol mds sencillo que existe es posible que el H,S 'y
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el NO puedan interactuar para la formacion de los nitrosotioles (RNSO)[141]. Por lo
tanto, para la formacién de los RNSO, de forma exdgena, se utilizé mediante la
reaccion de SNP, un donador de NO, con NaHS, un donador de H,S. Esta reaccion se da
a temperatura ambiente, a pH neutro y de forma espontdnea en 10 minutos, de
acuerdo a lo reportado en la literatura [141]. La administracién de nitrosotioles
exdgenos posee un efecto gastroprotector previniendo el dafio ocasionado por el
etanol. El CuCl; funciona como un agente oxidante permitiendo la degradacién de los
nitrosotioles siguiendo la siguiente reaccién: GSNO + Cu*® + H* = GSH + NO®+ Cu”. Los
resultados muestran, como era de esperarse, que al inducir la formacién de los
gasotransmisores a causa del Cu™ incrementan el efecto gastroprotector comparado
lo que se observa en los animales pre-tratados con RNSO, y el DLG mantiene su

actividad gastroprotectora y no cambia en estas condiciones (Figura 29)
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Figura 29: Formacion de los S-nitrosotioles in-vitro previene el dafio gastrico inducido por el
etanol; utilizando CuCl, se induce la liberacién de NO® del HSNO formado por la reaccién entre
SNP y H,S. En estas condiciones el efecto gastroprotector del DLG se mantiene. Cada barra
representa el promedio + EEM del total de dafio en la superficie del estdomago (n = 6).
ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey *p < 0.05 vs control, *p < 0.05 vs SNP + H,S.

Tanto el NO como el H,S controlan y participan en procesos muy similares dentro del
organismo como procesos inflamatorios, aprendizaje y memoria, control de la presiéon
arterial, edema, etc. Ademds de que ambos transmisores se encuentran en

concentraciones muy elevadas cuando existe una patologia. Estos indicios llevaron a
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postular la teoria de que habria un entrecruzamiento entre ambas vias de sefializacién,
sin embargo, a la fecha hay poca informacidn sobre este fenédmeno. Los nitrosotioles
han sido descritos como especies que permiten la estabilizacion de los dos mediadores
y que tienen blancos moleculares propios. Los resultados aqui presentados indican que
estas especies poseen actividad gastroprotectora por si solos y que no regulan la

actividad del DLG.

5.11.1 Cuantificacion de los mediadores endégenos glutation (GSH) y nitritos (NO;).
Con la finalidad de realizar la cuantificaciéon del glutatién, uno de los principales
antioxidantes no enzimaticos del organismo, se utilizé la reaccion colorimétrica de
Ellman, la cual consiste en una reaccion entre el DNTB y un grupo tiol reducido R-SH,

formando un producto tiobenzoato como se muestra en seguida:

~_NO;

M e 8. As . _OH ..

I
o

Utilizando esta reaccidn, se construyd una curva de calibracién utilizando glutatién
reducido como agente estandar. Se tomaron concentraciones de GSH desde 1 x 10” a
1 x 10” M, dichas concentraciones se encuentran dentro del rango fisiolégico (Figura

26).
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Figura 30: Curva de calibracién estdndar utilizada para cuantificar la concentracién intracelular
del GSH en tejido estomacal cuantificada mediante la reaccién entre DNTB y soluciones
preparadas en el momento de glutation reducido (10 — 100 uM) fueron medidas y analizadas
en un lector de placas BioRad 680 XR. La absorbancia obtenida de cada solucién fue graficada
vs la concentracién de GSH. n = 3, r’ = 0.986 para la ecuacién Abs = 0.0477 + 0.0009[GSH] +
0.0875 % 0.006, con una pendiente diferente de cero, p < 0.001.
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Una vez obtenida la curva de calibracion se realizé la cuantificacion de la
concentracion de GSH dentro de las muestras de tejido estomacal con diferentes
tratamientos; el primer grupo sélo fue administrado con SSI, para cuantificar la
concentracion total del GSH presente en el tejido; el siguiente grupo fue tratado con 1
mL de EtOH absoluto (p.o.) para induccién de la ulcera gastrica y determinar el
comportamiento del mediador en condiciones patoldgicas. Posteriormente se
administré el DLG (10 mg/Kg, p.o.) para determinar si modifica la concentracidn de
GSH en condiciones normales, también se evalué si el DLG modifica las
concentraciones de GSH en presencia del etanol. Como control positivo se utilizé L-
cisteina (50 mg/Kg, p.o.), el precursor biosintético del GSH, y como control negativo se
utilizé a L-arginina, un aminodcido que no participa en la via de sintesis del GSH.

(Figura 27)
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Figura 31: Concentraciones de glutation presentes en homogenados del tejido gastrico, pre
tratados con salina (control), ulcerados (EtOH), DLG 10 mg/Kg, L-cisteina fue utilizado como
control positivo mientras que L-arginina como control negativo. Cada barra representa el
promedio + EEM del total de dafo en la superficie del estémago (n = 6). ANADEVA de 1 via,
con prueba post hoc Tukey *p < 0.05 vs control.
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Los resultados muestran que los niveles del GSH en el estémago se encuentran en
83.79 £ 5.96 pM. La induccidon de la ulcera gastrica por el etanol disminuyo las
concentraciones totales del glutation a 42.27 + 8.87 uM. Se ha descrito que la
exposicidén crénica con etanol depleta los niveles de GSH tanto in vivo [142] como in
vitro, ademdas que la sobreproduccion del radical hidroxilo por las condiciones
oxidativas que genera el etanol y la necrosis ocasionada, genera la deplecion del GSH
[143], también provoca la disminuciéon de la enzima glutatién peroxidasa y de la
peroxidasa gdstrica [144]. El tratamiento con DLG no modifica las concentraciones
totales de GSH dentro del tejido gastrico (67.79 + 6.59 uM), pero de forma interesante,
en condiciones oxidantes, mediante la induccién de la uUlcera con EtOH, el DLG
previene que las concentracion total disminuya 81.14 + 1.58 uM. Estos resultados
sustentan el efecto previamente observado en la (Figura 31), donde se demostré que
el DLG favorece la liberacion del H,S, uno de los principales reguladores de la
estabilizacién del glutation reducido. Estudios han demostrado que el sulfuro de
hidrégeno regula a la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), la cudl es la enzima
limitante para la produccidon de GSH [145]. Es sabido que el ftalida Z-ligustilido, uno de
los principales componentes de L. porteri protege contra el dafio oxidativo ocasionado
por el H,0, en células PC12 [146]. Ademas, se ha demostrado que el DLG posee
propiedades antioxidantes sobre células de origen umbilical previniendo el dafio por
H,0, y disminuyendo los niveles de MDA [147]. Las propiedades antioxidantes de los

ftalidos podrian explicar parte de los efectos observados contra el dafio oxidativo.

Para la cuantificacién de nitritos se utilizd la reaccién de Griess, que es una reaccién
colorimétrica entre el acido sulfanilico con los nitritos, que posteriormente formara
una sal de diazonio con el compuesto N-naftil-etilendiamino, dando como resultado un

producto morado, de acuerdo a la reaccién siguiente:

Iz
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Utilizando esta reaccidén se construyd una curva de calibracion utilizando Nitrito de
sodio como agente estandar, se tomaron concentraciones de NO,’, 6.25, 12.5, 25,50y
100 puM (Figura 32). Una vez construida la curva de calibracién se analizd la
concentracion total de nitritos ya que dicha cuantificacién es una medicién indirecta

de la concentracién total de éxido nitrico y de otras especies nitrogenadas.
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Figura 32: Curva de calibracién estdndar utilizada para cuantificar la concentracién intracelular
del nitritos (NO,) en tejido estomacal cuantificada mediante la reaccion entre DNTB vy
soluciones preparadas en el momento de Nitrito de sodio (6.25, 12.5, 25, 50 y 100 uM) fueron
medidas y analizadas en un lector de placas BioRad 680 XR. La absorbancia obtenida de cada
solucién fue graficada vs la concentracién de NO,. n = 3, r’ = 0.996 para la ecuacién Abs = 0.
00998 + 0.00014[NO, ]+ 0.1005 * 0.0066, con una pendiente diferente de cero, p < 0.001.

Se realizd la cuantificacién de nitritos totales en el tejido gastrico administrado
unicamente con solucién salina en animales con ayuno de 10 h. Los resultados indican
que la concentracién total es de 14.58 + 0.55 uM. De nueva cuenta se cuantifico la
concentracion de estas especies en animales a los que se les desarrollé la ulcera
gastrica con la administracion de EtOH abs y la concentracidn de nitritos se incremento
hasta un maximo de 66.71 £ 12.06 uM. Esto se debe principalmente a que, dado que el
etanol es por un lado un agente oxidante, favorece la conversion de especies
intermedias como, o6xido nitrico (NO), diéxido de nitrégeno (NO;), triéxido de
dinitrégeno (N,Os), peroxinitrito (ONOQO™), que son convertidas en nitritos (NO, ) [148]
en condiciones oxidantes, por lo que dicho enriquecimiento se logra observar en
nuestros resultados. Ademads, cuando los nitritos entran en contacto con el pH acido

del jugo gastrico son rapidamente protonados formando &cido nitroso (HNO,), que
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también puede descomponerse en las especies antes mencionadas, generando un ciclo
de oxidacidn consecutiva. El tratamiento con DLG no modificé la concentracion total
de nitritos en el tejido homogenizado (11.36 * 4.4 uM), en animales sin presencia de
Ulceras. Sin embargo, en los animales que fueron pre-tratados con DLG y se les indujo
la Ulcera con EtOH, se observa que el DLG previno que la concentracion total de
nitritos se incrementara llegando a una concentracion final de 20.33 + 4.26 uM. Estos
resultados indican que el DLG, a través de mecanismos directos o indirectos, regula las
condiciones que disminuye el estrés oxidativo en general o favoreciendo la activacion
de otros mediadores que tienen como blanco enzimas reductoras que favorecen la
conversion de NO, a NO, como es el citocromo C y la enzima xantino oxidasa [149].
Esta enzima se encuentra sobrexpresada durante condiciones de isquemia o hipoxia y
es una de las principales fuentes de NO en el tejido endotelial. Asi mismo, existen
estudio de otros productos naturales como la vitamina C y los polifenoles que
incrementan la concentracion total de NO en el estdmago, sugiriendo que ambas

moléculas cuentan con caracteristicas antioxidantes[150].

Se utilizé L-cisteina como control negativo dado que es un aminodcido esencial que no
participa en la biosintesis de compuestos nitrogenados. Los resultados muestran que
no modifica la concentracion total de estas especies (20.08 + 1.61 uM). Mientras que
L-arginina, si disminuyd la concentracion total de nitritos (4.69 + 0.83 uM) esto puede
explicarse debido a que en condiciones de dafio e inflamacidn aguda se favorece la
depuracion total de arginina [151], y solamente el 1.6% de la arginina circulante entra

en la via de biosinteisis del éxido nitrico (Figura 33).
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Concentracion NO,™ [uM]

Figura 33: Concentraciones de nitritos presentes en homogenados del tejido gastrico, pre
tratados con salina (control), ulcerados (EtOH), DLG 10 mg/Kg, L-cisteina fue utilizado como
control negativo mientras que L-arginina como control positivo. Cada barra representa el
promedio + EEM del total de dafo en la superficie del estdmago (n = 6). ANADEVA de 1 via,
con prueba post hoc Tukey *p < 0.05 vs control %p < 0.05 vs EtOH.

5.11.2 Efecto del DLG sobre la formacion de los S-nitrosotioles

Con los resultados anteriores se pudo observar que el DLG regula los niveles de los
mediadores enddgenos, ademas de favorecer la liberacidon de H,S. Por otro lado, se
observd que la administracion de S-nitrosotioles exdgenos posee efecto
gastroprotector. El siguiente paso fue determinar si el DLG regula la formacion de S-
nitrosotioles, tomando en cuenta que se requiere de una reaccion entre un grupo tiol
(=SH) y un grupo mondxido de nitrégeno (NO). De acuerdo con la reaccién de Saville,
utilizando un metal como Cobre o mercurio, se favorece la ruptura de estas especies

liberando NO.

Se decidid cuantificar tanto las concentraciones de GSH como de NO, . Primero se
administré una dosis Unica de nitrosotiol (SNP + Na,S) a animales con 10 h de ayuno
previo a la induccién de la Ulcera gastrica. Los resultados muestran que dicha actividad
no previno que se disminuyera el nivel de GSH contenido en el tejido (5.24 + 0.30 uM)

con respecto al control (8.37 + 0.59 uM) (Figura 34). Posteriormente, al utilizar CuCl,
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junto con la pre-administracién de nitrosotiol (SNP + Na,S + CuCl,) el nivel de GSH se
mantiene constante (7.08 + 0.88 uM), inclusive en presencia del agente oxidante EtOH

(Figura 34).

El siguiente paso fue determinar si el DLG favorece la formacidn de S-nitrosotioles o
estabiliza estas especies, sustituyendo uno de los precursores de su formacion por el
DLG. Para ello, se utilizé la mezcla entre DLG + SNP y los resultados muestran que
dicha combinaciéon evita que la concentracion total de GSH se mantenga,
disminuyéndola hasta 3.36 + 0.51 puM (Figura 34). Cabe destacar que dicha
combinacidn abolié completamente la proteccion del DLG sobre la concentracién de
GSH como se habia mencionado anteriormente (Figura 31). La siguiente combinacion
fue entre el DLG + Na,S, de igual forma se puede observar que con la administracion
del EtOH la concentracién disminuye a 3.16 * 0.33 uM (Figura 34), depletando la
concentracion total de GSH. Finalmente, se utilizaron a todos los componentes para la
formacion de los S-nitrosotioles (SNP+Na,S) junto con el DLG. Nuevamente podemos
observar que la mezcla de los tres elementos no previene la disminucion en la

concentracion total de GSH (4.59 + 0.41 uM) (Figura 34)
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Figura 34: Concentraciéon de glutation reducido (GSH), presente en homogenados de tejido
gastrico. La formacion de nitrosotioles se llevé a cabo mediante la adicion de SNP + Na,S,
mientras que la degradacion se realiz6 mediante la adicion de CuCl,. DLG fue substituido por
una de las fuentes para la formaciéon de los compuestos RNSO. Cada barra representa el
promedio + EEM del total de dafio en la superficie del estémago (n = 6). *p < 0.05 vs control, *p
< 0.05 vs EtOH, ANADEVA de 1 via, con la prueba post hoc de Tukey.
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Estos resultados indican que la combinacion de los diferentes mediadores NO y H,S
incrementa el estrés oxidativo, teniendo como consecuencia la disminucidon de los
agentes antioxidantes como el glutatién reducido. Las especies nitrogenadas y
azufradas tienen la capacidad de reaccionar entre ellas, modulando su actividad y
liberacion. También se pueden reactivar los sistemas de vias convergentes vy
finalmente reaccionar entre ellas formando especies totalmente diferentes con
blancos moleculares particulares. Como se mencioné antes, el oxigeno puede
reaccionar con especies nitrogenadas dando como resultado NO,, N,0s, y con el H,S
formando especies azufradas oxidadas como sulfitos (SOs>), tiosulfatos (S,05%),
dependiendo de las concentraciones de reactivos y reactantes o del pH [152]. Dichas
especies son prooxidantes que favorecen la formacidon de especies reactivas de
oxigeno, que al reaccionar con los tioles libres de las proteinas o el glutation, terminan
formando acido sulfénico mediante las siguiente reaccidon: RSH + H,0, - RSOH + H,0.
Estas condiciones pueden explicar la disminucion en la concentracion del GSH
reducido. Sin embargo, cabe destacar que dichas condiciones previnieron el dafio del

etanol sobre la mucosa.

La siguiente fase fue cuantificar la concentracion total de nitritos en la mucosa gastrica
con el mismo esquema de combinaciones. La pre-administracién con nitrosotioles (SNP
+ Na,S) no modificé las concentracidon de nitritos producidos en el tejido gdstrico
expuesto a EtOH abs (5.86 + 1.82 uM), la ruptura de los S-nitrosotioles con CuCl,
favorecen la liberacion de NO. Como puede observarse, el nivel de nitritos se
incrementd a 30 + 5.30 uM, aunque no llego a la concentracion observada en animales

gue solo se les indujo la ulcera con EtOH abs (66.71 £ 12.08 uM).

Al sustituir uno de los componentes requeridos para la formacién de RSNO, se puede
observar, para la primera condicién, SNP + DLG, que el nivel de nitritos incrementa
hasta una concentracién maxima de 24.16 t* 4.65 pM. Este mismo efecto pudo
observarse al utilizar la otra combinacion, DLG + Na,S, obteniendo una concentracién
de 19.63 + 2.89 uM. Sin embargo, al adicionar los S-nitrosotioles previamente
formados (SNP + Na,S) junto con el DLG se puede observar que la concentracion de
nitritos disminuye a 3.50 + 1.11 uM (Figura 35). Estos resultados sugieren que el DLG

previenen la oxidacion del NO y la ruptura de los S-nitrosotioles.
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Figura 35: Concentracion de nitritos (NO, ), presente en homogenados de tejido gastrico, la
formacion de nitrosotioles se llevé a cabo mediante la adicién de SNP + Na,S, mientras que la
degradacion se realizé mediante la adicidon de CuCl,. DLG fue substituido por una de las fuentes
para la formacién de los compuestos RNSO. Cada barra representa el promedio + EEM del total
de dafio en la superficie del estémago (n = 6). ANADEVA de 1 via, con prueba post hoc Tukey
*p < 0.05 vs control, &p < 0.05 vs EtOH, #p < 0.05 vs SNP + Na,S.

5.12 Establecimiento del cultivo ex vivo de tejido estomacal

Debido a las limitaciones inherentes de los cultivos 2D de células epiteliales, se han
disefiado estrategias para mejorar las condiciones de cultivo. El estdmago es un érgano
gue posee una gran diversidad celular en la superficie lo que dificulta su cultivo. Aqui
se utilizd un sistema con una base de gel de colageno que favorece la rigidez y permite
la difusién de los componentes liberados y el desarrollo de la matriz extracelular.
Ademads, las secciones estomacales se colocaron sobre un fondo permeable que
permite el libre paso de ambos compartimentos favoreciendo la distribucién de los

componentes [108, 153].

Se logré mantener las secciones de tejido estomacal lesionadas por 14 dias,

observdndose de manera macroscépica una reduccidn en el area lesionada, esto
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sugiere que existe un recambio en la monocapa de células lesionadas como se observa

en la Figura 36. Y se sugiere que las secciones se mantienen en buenas condiciones.

Dia 1 Dia 14

Figura 36: Cultivo 3D de secciones estomacales previamente lesionadas, los tejidos gastricos se
mantuvieron en geles de colageno dentro de una interfase con microambiente liquido-aire. A)
y C) Seccidén lesionada previamente en animales tratados con etanol absoluto, las regiones
rojizas son areas necrosadas. B) y D) Después de mantener las secciones 14 dias en
condiciones in vitro se observa una disminucidn en el drea de las regiones lesionadas. n = 3.

Para determinar que realmente las secciones se encontraban viables se realizd la
prueba de MTT, un ensayo colorimétrico para determinar la actividad metabdlica de
las enzimas oxidoreductasas dependientes de NAD(P)H, que en condiciones definidas

esto indica que las células se encuentran viables. Estas enzimas convierten al MTT, una
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sustancia amarillenta, en formazan el cual es impermeable en la membrana celular, a

través de un proceso reductivo (Figura 37).
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Figura 37: Prueba de viabilidad con MTT en secciones de tejido gdstrico. A) Reaccién de
transformacion de MTT por las enzimas oxidoreductasas mitocondriales a formazan, la
coloracién morada indica que la reaccidon se llevd a cabo indicando que las células se
encuentran activas. B) Secciones de tejido de 14 dias fueron incubadas con formazan, pasados
10 minutos se observa que la mayor parte de la secciéon cambia de coloracién.

Los resultados indican que las secciones e tejido de 14 dias, mantenidas en condiciones
in vitro, se mantienen viables durante ese tiempo, sugiriendo asi que las condiciones
de cultivo y los nutrientes adicionados son adecuados para mantener la proliferaciéon

celular.

Finalmente se realizaron cortes histolédgicos en las secciones de tejido estomacal para
determinar si las condiciones de cultivo mantenian la organizacién celular. Uno de los
principales problemas que se genera al tener secciones de cultivo ex vivo es que son
susceptibles de perder la organizacidon celular y la desdiferenciacién, perdiendo la
polarizacién de la monocapa. Dado que el estémago es un érgano de alto recambio en
el epitelio, es necesario asegurar que dichas condiciones mantengan la organizacién

por tiempos prolongados para garantizar los estudios in vitro.
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Figura 38: Fotomicrografias de la mucosa gastrica ( aumento 40 X ): A) Control, B) Secciones de
animales previamente tratados con EtOH. Puede observarse la ruptura de las glandulas
gastricas y pérdida de las células epiteliales, C) Secciones de tejido de animales previamente
tratados con EtOH, y expuestas con DLG 1 mM en el medio de cultivo por 48 h. Barra = 100
pum.

El andlisis microscopico indica que las condiciones de cultivo mantienen la arquitectura
celular de estas secciones estomacales, manteniendo la organizacién celular y sobre
todo preservando la mucosa gastrica y la continuidad de las células epiteliales, ademas
de mantener la regidon muscular de forma organizada por debajo de la zona mucosa
(Figura 38a). En las secciones de tejido de animales pre-tratados con etanol y luego
preservados in vitro por 7 dias se logra observar la discontinuidad del epitelio, el
adelgazamiento de la mucosa gastrica y la desorganizacién de la region basal a la
mucosa y hemorragia interna (Figura 38b). Finalmente, se tomaron secciones de tejido

de animales ulcerados mediante el pre-tratamiento con etanol; al segundo dia de
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cultivo, el medio se recambid con otro que contenia DLG (disuelto en DMSO < 0.5%) a
la concentracion final de 1 mM durante 48 h. Los resultados muestran que el DLG

favorece el restablecimiento y la organizacién de la mucosa géstrica (Figura 38c).

El presente estudio es el primero en investigar el potencial protector de la raiz de
Ligusticum porteri en las lesiones inducidas por el etanol y provee informacion
adicional sobre el mecanismo de accion del diligustilido el componente principal de
esta planta medicinal. Los resultados muestran que todos los extractos contienen
metabolitos con actividad gastroprotectora destacando aquellos cuya polaridad es
baja. De acuerdo con la literatura, estas fracciones son ricas en metabolitos
secundarios pertenecientes a los ftalidas, entre los cuales se encuentran el Z-ligustilido
(32) y el (z,2’)-diligustilido (35). Se logré explorar a detalle el mecanismo de accién de
este metabolito como agente gastroprotector ya que los resultados muestran que
puede proteger a la mucosa gastrica del dafio inducido por etanol a través de la via de
los sulfhidrilos no protéicos (—SH), mediante el uso de la N-etilmaleimida, un aceptor
de Michael y las prostaglandinas (PGs). Ademads este compuesto estabiliza los
nitrosotioles e inhibe la oxidacién de NO a nitritos e incrementa los niveles de H,S.
También, evita que se agoten los agentes antioxidantes no proteicos del organismo,
como es el caso del GSH, y acelerando la velocidad de regeneracién del epitelio del
estdmago. Los resultados convergen entre las vias de sefializacion descritas para NO y
H,S, que como se menciond anteriormente, son moléculas ubicuas y con funciones
similares. La informacién obtenida sugiere que la actividad del DLG esta relacionada
con la regulacion de la via del H,S y su efecto a través del NO. Estos efectos pueden
explicarse a través de la formacidn de S-nitrosotioles cuyas funciones son la regulacion
de diferentes proteinas como los canales de NDMA y TRPV1, asi como los Karp. Otra de
sus funciones es como sistema de reserva para el NO. Nuestros resultados muestran
gue el DLG previene la liberacion del NO a partir del HSNO formado, ademas la la
concentracion GSH disminuyd por la adicion del H,S o el NO con el DLG. Este efecto
puede ser explicado por la formacién de una molécula intermediaria como el GSNO,
uno de los vaso-relajantes mdas poderosos [154] y que también funciona como
acarreador. Podemos concluir que el DLG induce la formacidén de novo de H,S sin la

presencia de dafo en la mucosa, induce y estabiliza la formacién de HSNO en el tejido,
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ademas se ha reportado que otros ftalidos poseen actividad antioxidante. Aunque se
requiere de mas experimentos, podemos proponer el siguiente mecanismo (Figura

39).

SNP  —> NO

\ CuCl,

[Ox | -

DLG — >  HSNO ———> NO ———> NO,
Na,§ —= HyS -GSNO
-GSH -GSSH

Figura 39: Formacion de los S-nitrosotioles utilizando la reaccién de Saville, como un posible
mecanismo de accion gastroprotector del DLG en la formaciéon de S-nitrosotioles. Los
resultados indican que el DLG favorece la liberacion de H,S ademas previene la formacién de

nitritos posiblemente estabilizando los S-nitrosotioles.

Como se menciond al inicio, las terapias disponibles para el tratamiento de la ulcera
gastrica se enfocan exclusivamente al bloqueo de las secrecidon del HCl y a su
neutralizacion. En afos recientes se ha descrito un concepto denominado
gastroproteccién, el cual puede denominarse como la respuesta fisioldgica de la
mucosa frente a condiciones patolégicas. Una de las primeras respuestas de defensa
es la inflamacion, la cual provoca cambios en la vascularizacion del tejido
incrementando la permeabilidad vascular y el flujo sanguineo, seguido por eventos
celulares como la infiltracién de células del sistema inmune, como macrdéfagos y
linfocitos Thl y neutrdéfilos. Estos cambios incrementan de forma considerable la
cantidad de ROS generadas adelgazando y dafiando la parte superficial de la regién
perivascular, alterando a la vez el mecanismo de la “barrera de histodilucién” termino
asignado por Szabo [155]. Dicho de otra forma, si se disminuye la cantidad de sangre
en la superficie gastrica, los agentes nocivos estan en contacto con la mucosa por
mayor tiempo, agravando asi la condicion de la mucosa. Los gastroprotectores son
agentes que permiten mejorar las condiciones de las células de la mucosa, ya sea
ayudando a mejorar la tasa de supervivencia o neutralizando a los agentes téxicos, sin
modificar el pH gdstrico. Dado que el diligustilido cumple con estos requerimientos

podemos asegurar de que se trata de un agente gastroprotector.
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Conclusiones

1.- Los extractos organicos de L. porteri poseen metabolitos secundarios con actividad

gastroprotectora en el modelo de dafio gastrico inducido por el etanol.

2.- El Z,Z’-diligustilido es uno de los metabolitos responsables de la actividad

gastroprotectora de L. porteri.

3.- El efecto gastroprotector del Z,2’-diligustilido depende de la presencia de grupos

sulfhidrilos libres y de prostaglandinas.

4.- El Z,Z’-diligustilido favorece la produccidon del mediador enddégeno H,S en un

modelo in vivo en tiempo real.

5.- El Z,Z’-diligustilido previene la disminucién de la concentracién de glutation
reducido, la formacidon de nitritos en la mucosa gdstrica, ademas de estabilizar y

favorecer la formacién de S-nitrosotioles (Figura 39).

6.- Se desarrolld y validd una nueva metodologia para el estudio de la liberacion de H,S

en el estdmago mediante el uso de un electrodo selectivo para este gas.

7.- Se establecieron las condiciones para mantener secciones de tejido gdstrico sano y
ulcerado ex vivo por tiempos prolongados sin perder su organizacidon celular y

arquitectura.

8. El Z,Z’-diligustilido y/o Ligusticum porteri pueden constituir un tratamiento eficaz
como agente protector de la mucosa gastrica sin alterar la secrecién acida mediante un

mecanismo de accion diferente al de los farmacos utilizados en clinica.
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Perspectivas

1.- Realizar la obtencidn del extracto acuoso de las rizomas de L. porteriy correlacionar

la actividad gastroprotectora para su uso como posible aplicacion etnomédica.

2.- Aislar y purificar el mayor nimero de metabolitos secundarios responsables de la
actividad gastroprotectora demostrada, de los diferentes extractos organicos de L.

porteri.

3.- Evaluar la actividad gastroprotectora del monédmero Z-ligustilido y correlacionar si

existe relacion estructura actividad con respecto al Z,Z'-diligustilido.

4.- Determinar el potencial anti-inflamatorio del Z,Z'-diligustilido sobre lineas celulares
de macrofagos humanos, asi como determinar la participacion de los mediadores

inflamatorios como interleucinas, TNF-a y NF-kB.

5.- Evaluar la funcionalidad de las secciones gdstricas mantenidas ex vivo,

cuantificando la produccion de HCI, pepsindgeno, gastrina y bicarbonato.

6.- Realizar la medicion de la produccion de H,S en las secciones gastricas a diferentes

concentraciones de DLG por tiempo prolongado.

7.- Evaluar la produccién de H,S en animales que presentan Ulcera gdstrica producida
por AINEs, con el fin de correlacionar la respuesta del sistema inmune sobre la

produccién de este gasotransmisor.
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Ethnopharmacological relevance: The rhizome of Ligusticum porteri Coulter& Rose (LP) has been tradi-
tionally used by the ethnic group Raramuri in the North of México for treatment of diabetes, tuberculosis,
stomachaches, diarrhea and ritual healing ceremonies. It is use as antiulcer remedy has been extended to
all Mexico.
Aim of the study: To evaluate the gastroprotective activity of LP organic extracts and the major natural
product diligustilide (DLG),using as experimental model the inhibition of the ethanol-induced lesions in
rats.
Materials and methods: Gastric ulcers were induced by intragastric instillation of absolute ethanol (1 mL).
We tested the gastroprotective activity of the organic extracts of LP and the pure compound DLG. The
ulcer index (UI) was determined to measure the activity. In order to elucidate the action mechanism of
DLG the animals were treated with .-NAME, N-ethylmalemide, Forskolin, 2’,5’-dideoxyadenosine, In-
domethacin, Glibenclameide, Diazoxide, NaHS and DL-Propargylglycine. The pylorus-ligated rat model
was used to measure gastric secretion.
Results: The oral administration of organic extracts of Ligusticum porteri showed gastroprotective effect
at 30 mg/Kg on ethanol induced gastric lesions; hexane and dichloromethane extracts were the most
active. DLG was the major compound in the hexane extract. This compound at 10 mg/kg prevented
significantly the gastric injuries induced by ethanol. The alkylation of endogenous non-protein-SH
groups with N-ethylmaleimide abolished the gastroprotective effect of DLG and blocking the formation
of endogenous prostaglandins by the pretreatment with indomethacin attenuated the gastroprotective
effect of DLG.
Conclusion: The gastroprotective activity demonstrated in this study tends to support the ethnomedical
use of Ligusticum porteri roots. DLG, isolated as major compound of this medicinal plant has a clear
gastroprotective effect on the ethanol-induced gastric lesions. The results suggest that the antiulcer
activity of DLG depends on the participation of the endogenous non-protein -SH groups and pros-
taglandins.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

prostaglandins (PGEs) (Hatazawa et al., 2007), hydrogen sulfide
(H,S) (Chavez-Pina et al., 2010), reactive oxidant species (ROS) (Liu

The development of peptic ulcers and gastric mucosal damage
depends on any factor such as the stress, smoking, alcohol con-
sumption, infections with Helicobacter pylori and due to use of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs, causes the gastric ulcera-
tion and others (Mozsik, 2010). Also an imbalance of the gastro-
protective factors like, nitric oxide (NO) (Ma and Wallace, 2000),
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et al., 2012), enzymatic and non-enzymatic antioxidants (Ban-
dyopadhyay et al., 2001; Bhattacharjee et al., 2002), bicarbonate
and mucus secretion (Johansson et al., 2013), mucosal blood flow
(Abdel-Salam et al.,, 2001) and inflammation mediators induce
peptic ulcers.

The major therapeutic target in peptic ulcers the control of the
secretion of gastric acid using, antiacids, H, -Receptor antagonists
and the inhibition of the proton pump (Jain et al., 2007). However,
gastric ulcer therapy has been loss effectiveness in the last decade,
and various etiologies contribute to generate recurrent peptic ul-
cer disease, and must of the drugs currently available show limited
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efficacy against gastric diseases.

The roots of Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae)
commonly referred as Osha and Chuchupate (Linares and Bye,
1987). This plant has been used traditionally in decoction to treat
gastrointestinal malaises, headaches, fever and respiratory illness
(Linares and Bye, 1987). In Mexican market exist several artisanal
medicines in the form of capsules containing powder of this
medicinal plant (Rivero et al., 2012). Phthalides (e.g. Z-ligustilide,
Z-butylidenephtalide), dimeric phthalides (e.g. diligustilide, toki-
nolide B, riligustilide), terpenoids and phenyl propanoids (e.g.
ferulic acid) have been isolated from the organic extract of L.
porteri roots (Delgado et al., 1988, 1992).

More recently, it has been described Z-ligustilide as an a-glu-
cosidase inhibitor (Brindis et al., 2010). The organic extract ob-
tained from the roots increased the antimicrobial activity of nor-
floxacin against the MDR-Staphylococcus aureus strain (Cegiela-
Carlioz et al., 2005).The monomeric phthalides Z-ligustilide and
senkyunolide F exhibit smooth muscle relaxant activity in guinea
pig ileum in vitro (Leon et al., 2011).The dimeric phthalide ligus-
tilide present antiproliferative activity against lung and colon
cancer cell lines (Leon and Delgado, 2012).

However, there are no reports on the gastroprotective effect of
L. porteri, or their components. Therefore the objective of the
present study was to demonstrate the gastroprotective effect of
the crude drugs extracts and the major pure compound from roots
of L. porteri using as an experimental model the inhibition of the
ethanol-induced ulcers in rats (Navarrete et al., 1998).

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The roots of L. porteri were collected in Basigochi (Chihuahua,
Mexico) in October 2003. A voucher specimen (No. 31733) is de-
posited at the National Herbarium (MEXU), Mexico City.

2.2. Extraction and isolation

The dried rhizomes of L. porteri (5kg) were grounded into
small pieces. The plant material was extracted consecutively three
times with, n-hexane (8.5 L), dichloromethane (8.5 L), ethyl acet-
ate (8.5L) and methanol (8.5 L) at room temperature (22-25 °C).
After evaporated the solvents it was obtained 185.7 g of hexane
extract; 330 g of dichloromethane extract, 50 g of ethyl acetate
extract and 93 g of methanol extract. Hexane extract was one of
the more active gastroprotective extract, therefore it was subjected
to fractionation by open column chromatography on silica gel
(2 kg, Merck 70-230 mesh) eluting with a gradient of hexane-
ethyl acetate (from 100:0 to 0:100), affording 3.2 g of a compound
identified as diligustilide (Fig. 1) (DLG; m.p. 119-120 °C) by com-
parison of NMR spectroscopy data with those reported for this
compound (Delgado et al., 1988). Melting points were measured
on a Fisher Johns apparatus and are uncorrected. The NMR spectra
were recorded on a Varian Unity Plus 400 spectrometer at 400
(*H) and 125 MHz (*3C) using TMS (tetramethylsilane) as the in-
ternal standard; chemical shifts were recorded as & values.

Diligustilide (DLG):'H NMR (400 MHz, CDCl5,6 ): 7.35 (dt,
J=9.5, 2.0 Hz, H-7"); 5.07 (dt, J=9.9, 1.8 Hz, H-8"); 5.00 (dt, J=9.9,
1.8 Hz, H-8); 3.25 (d, H-7); 2.99 (dd, J=7.6, 1.0 Hz, H-6"); 2.55 (dd,
J=7.6, 1.0 Hz, H-6); 2.40 (m, H-4/4'); 2.30 (m, H-9/9"); 2.15 (m,
H-5/5"); 1.56 (m, H-10/10"); 0.92 (t, 7.5 Hz, H-11/11"), *C NMR:
(125 MHz, CDCl;, 6):168.31 (C-1), 164.75 (C-1"), 154.83 (C-3a),
150.26 (C-3), 147.81 (C-3), 141.89 (C-7'), 133.99 (C-7'a), 126.34 (C-
7a), 112.00 (C-8), 108.46 (C-8'), 47.39 (C-3'a), 41.37 (C-7), 41.26(C-
6'), 38.12 (C-6), 30.85 (C-4), 28.76 (C-9), 27.81 (C-5), 27.28 (C-5’),

Fig. 1. Chemical structure of diligustilide (1).
25.57 (C-9), 22.12 (C-10/10"), 19.55 (C-4), 13.72 (C-11/11").
2.3. Animals

All the experiments were performed with male Wistar rats
(250-300 g) obtained from Centro UNAM-Harlan (Harlan México
S.A. de C.V.). Procedures involving rats and their care were con-
ducted in conformity with the Mexican Official Norm for Animal
Care and Handing (NOM-062-Z00-1999) and in compliance with
the international rules on care and use of laboratory animals.
Furthermore, clearance for conducting the studies was obtained
from the Ethics Committee for the Use of Animals in Pharmaco-
logical and Toxicological Testing (CICUAL/020/11, 2011), Facultad
de Quimica, UNAM. The sample size per group was six to nine
animals. Rats were fed with standard laboratory chow and tap
water ad libitum. The rats were placed singly in cages with wire-
net floors and fasted 24 h before experimentation, but allowed
free access to tap water.

2.4. Acute gastric ulcers induced by absolute ethanol

Ulceration was induced according to the method described by
Robert Robert (1979). Briefly, intragastric instillation of 1 mL of
absolute ethanol was administered. Two hours after ethanol ad-
ministration, the rats were sacrificed in a CO, chamber. The sto-
mach was exposed following a midline laparotomy and opened
with an incision along the greater curvature. The stomach and
duodenum were removed, inflated with 10 mL of 4% paraf-
ormaldehyde, and placed in 4% paraformaldehyde for at least
15 min to fix both the inner and outer layers. The duodenum was
opened along its anti-mesenteric side and the stomach along the
greater curvature. An observer, unaware of the drug treatment
measured the area damage (mm?) of each lesion, the images were
taken with a microscope (Celestron 44302-A), and the area of the
lesions was measured with the program Image ] (Rasband, W.S.,
Image ], U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014.).

2.5. Gastroprotective activity of organic extracts and DLG obtained
from L. porteri

To investigate whether the organic extracts or DLG adminis-
tration could prevent the gastric injury caused by absolute ethanol,
rats were treated orally with each extract at dose of 30 mg/kg, and
30 min later were given 1 mL of absolute ethanol orally, the rats
were sacrificed 2 h later in a CO, chamber, and gastric mucosal
damage activity evaluated as described above. The gastro-
protective effect of hexane and dichloromethane extracts, were
evaluated at doses of 3, 10, 30, 56 and 100 mg/kg (p.o.) and dili-
gustilide (DLG) was tested at 10, 100 and 300 mg/kg (p.o.). We
used carbenoxolone (30 mg/kg p.o.) as a positive control for gas-
troprotection (Chavez-Pina et al., 2011).
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2.6. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in N®-nitro-,-arginine
methyl ester pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous NO in the gas-
troprotective effect of DLG, NS-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME, 70 mg/kg dissolved in saline solution) an inhibitor of NO
synthase (NOS) activity was subcutaneously administered 30 min
before the administration of DLG (10 mg/kg p.o.) (Navarrete et al.,
2005). The gastric mucosal lesions were induced and measured as
described above.

2.7. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in Glibenclamide or
Diazoxide pretreated rats

To investigate the involvement of Karp channels on gastro-
protection induced by diligustilide (10 mg/kg p.o.), we adminis-
tered glibenclamide (1 mg/kg, dissolved in NaOH 0.05 M, i.p.) or
diazoxide (3 mg/kg, dissolved in NaOH 0.05 M, i.p.) (Medeiros
et al., 2008) 30 min before diligustilide administration. Thirty
minutes later, the gastric lesions were induced and measured as
described above.

2.8. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in Forskolin or 2',5'-
Dideoxyadenosine pretreated rats

To investigate the involvement of cAMP on gastric acid secre-
tion in the gastroprotection induced by diligustilide (10 mg/kg p.
0.), we administered Forskolin (84 ng/kg, p.o.) (Wilson and Main,
1986) 30 min before the administration of diligustilide or 2',5'-
Dideoxyadenosine (100 pg/kg, p.o.) (Leme Tdos et al., 2013) 15 min
before the administration of the natural product. Thirty minutes
later, the gastric lesions were induced and measured as described
above.

2.9. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in Indomethacin pre-
treated rats

To investigate the involvement of Prostaglandins on gastro-
protection induced by diligustilide (10 mg/kg p.o.), we adminis-
tered Indomethacin (10 mg/kg, s.c.) (Navarrete et al., 2005) 30 min
before administration of diligustilide. Thirty minutes later, the
gastric lesions were induced and measured as described above.

2.10. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in exogenous and en-
dogenous H,S pretreated rats

To investigate the effect of exogenous H,S on DLG gastro-
protection, 1 h after DLG (10 mg/kg p.o.) administration, NaHS was
gavaged (8.4 mg/kg p.o.) (Medeiros et al., 2009) and 30 min later
the mucosal lesions were induced and measured as described
above. Also to evaluate the participation of endogenous H,S we
use an inhibitor of the enzyme cystathionine y lyase (CSE), DL-
propargylglycine (25 mg/kg, dissolved in saline solution,) was in-
traperitoneally 1 h before the administration of DLG (10 mg/kg p.
0.) (Chavez-Pina et al., 2010). The gastric mucosal lesions were
induced and measured as described above.

2.11. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in N-ethylmaleimide
pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous non-protein-SH
groups in the gastroprotective effect of DLG, N-ethylmaleimide
(10 mg/kg, dissolved in saline solution) an alkylator of -SH groups
(Matsuda et al., 1999) was subcutaneously injected 30 min before
the administration of DLG (10 mg/kg p.o.). The gastric mucosal
lesions were induced and measured as described above.

2.12. Pylorus-ligated gastric secretion

The pylorus-ligated rat model first described by Shay Shay et al.
(1954) was used. Gastric content was measured and analyzed for
hydrogen ion concentration by potentiometer titration with
0.01 M NaOH.

2.13. Drugs

N-ethylmaleimide (NEM) (No. Cat. E3876), Indomethacin (No.
Cat. 17378), N¢-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (No. Cat.
N5751), Diazoxide (No. Cat. D9035), Glibenclamide (No. Cat.
G0639), Forskolin (No. Cat. F6886) 2’,5’-Dideoxyadenosine (No.
Cat. D7408), Sodium hydrosulfide NaHS (No. Cat. 161527), DL-
Propargylglycine (No. Cat. P7888), Carbenoxolone (No. Cat. C4790)
were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3. Results

The oral administration of organic extracts of Ligusticum porteri
showed gastroprotective effect at 30 mg/kg on ethanol induced gastric
lesions (Fig. 2) similar to the gastroprotective agent carbenoxolone.
The hexane and dichloromethane extracts showed more activity than
ethyl acetate and methanol extracts. Hexane and dicloromethane ex-
tracts showed similar composition by thin layer chromatography and
showed gastroprotective effect in a dose-dependent form (Fig. 3).
Hexane extract showed the presence of a major component that was
isolated and identified as diligustilide (DLG) (1). The oral administra-
tion of this compound at 10, 100 and 300 mg/kg prevented sig-
nificantly the gastric injuries induced by ethanol (Fig. 4), but it did not
inhibit the gastric secretion in the pylorus-ligated rat model (Table 1).
In the exploration of the action mechanism of DLG; the alkylation of
endogenous non-protein-SH groups with N-ethylmaleimide abolished
the gastroprotective effect of DLG Fig. 5 and the blocking the formation
of endogenous prostaglandins by the pretreatment with indomethacin
attenuated the gastroprotective effect of DLG (Fig. 6). The increase of
exogenous H,S with NaHS significantly attenuated the gastro-
protective effect of DLG (Fig. 7A), however the reduction of en-
dogenous H,S using Propargylglycine, a CSE inhibitor, the protective
effect of DLG still remains (Fig. 7B). Diminishing the endogenous level
of NO by .-NAME did not reverse the DLG-induced gastroprotective
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Fig. 2. Gastroprotective activity of the organic extracts (30 mg/kg) obtained from L.
porteri on total area of lesion and carbenoxolone (30 mg/kg). Results are
mean + SEM for six rats. Statistical comparison was performed using ANOVA fol-
lowed by Dunnett's ¢ test.
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Fig. 3. Dose-response curves for gastroprotective activity of the Hexane (A) and Dichloromethane (B) extracts obtained from L. porteri on total area of lesion. Results are
mean + SEM for six rats. Statistical comparison was performed using ANOVA followed by Dunnett's t test.
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Fig. 4. Dose-response curve for gastroprotective activity of diligustilide (DLG) ob-
tained from L. porteri against ethanol-induced lesions. Results are mean + SEM for
six rats. Statistical comparison was performed using ANOVA followed by Dunnett's
t test.

Table 1
Gastric secretion volumes (mL), acid output (neq) and pH of rats treated with di-
ligustilide of L. porterip.o. or cimetidine.

Treatment Dosage (mg/kg) Gastric secretion

Acid output (peq) Volume (mL) pH

Control - 169.47 + 20.02 124 +0.14 5.00+0.41
Cimetidine 10 53.57 +21.83 0.95+0.17 6.62 +0.14
DLG 10 151.2 + 15,06 1.04+0.15 533+0.28

Results are mean + S.E.M. for six rats. Statistical comparison was performed using
ANOVA followed by Dunnett's test.

" P<0.05 vs control.

effect Fig. 8. Neither the inhibition (Fig. 9A) nor the activation (Fig. 9B)
of the Karp channels attenuates the gastroprotective effect of DLG. Fi-
nally, neither the stimulation of gastric acid secretion, by increase of
cAMP levels with Forskolin (Fig. 10A) nor the inhibition of gastric acid
secretion by decreasing the levels of cAMP with 2’,5-Dideox-
yadenosine (Fig. 7B) reversed the DLG-induced gastroprotective effect.
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Fig. 5. Effect of pretreatment with NEM (N-Ethylmaleimide, 10 mg/kg s.c.) on DLG
(diligustilide, 10 mg/kg p.o.) gastroprotection on gastric lesions induced by ethanol
in rats.
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Fig. 6. Effect of pretreatment with Indomethacin (10 mg/kg i.p.) on DLG (diligus-
tilide, 10 mg/kg p.o.) gastroprotection on gastric lesions induced by ethanol in rats.
Data are presented as mean+ S.EM. (n=6-9). Statistical comparison was per-
formed using ANOVA followed by Tukey test.
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Fig. 7. (A) Effect of post-treatment with NaHS (Hydrogen Sulfide, 50 umol p.o.) and (B) pretreatment with PAG (DL-Propargylglycine, 25 mg/kg, i.p.) on DLG (diligustilide,
10 mg/kg p.o.) gastroprotection on gastric lesions induced by ethanol in rats. Data are presented as mean + S.E.M. (n=6-9). Statistical comparison was performed using

ANOVA followed by Tukey test.
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Fig. 8. Effect of pretreatment with .-NAME (70 mg/kgs c.Jon DLG (diligustilide,
10 mg/kg p.o.) gastroprotection on gastric lesions induced by ethanol in rats. Data
are presented as mean + S.E.M. (n=6-9). Statistical comparison was performed
using ANOVA followed by Tukey test.

4. Discussion

The present study is the first to investigate the gastroprotective
potential of Ligusticum porteri roots in ethanol-induced gastric
lesions and provide significant novel insights into the action me-
chanism for the gastroprotective effect of diligustilide, the major
component of this medicinal plant. The results indicate that
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diligustilide can significantly protect the rat gastric mucosal from
ethanol-induced injury via endogenous non-protein sulfhydryl
(SH) groups and prostaglandins (PG) without inhibition of gastric
secretion. Glutathione and SH groups mainly acts as scavengers of
free radicals antioxidants, and maintains the viability of the cell
(Hoensch et al., 2002), whereas PG at gastroprotective doses en-
hance gastric bicarbonate (Flemstrom, 1977) and mucus secretion
(Lamont et al.,, 1983). It has been described that gastroprotective
drugs prevent and/or accelerate healing of gastric lesions induced
by ethanol and other irritant compounds such as HCl, NaOH, hot
water and hypertonic NaCl, without inhibiting acid secretion
(Robert et al., 1986; Szabo, 2014). Prostaglandins and sulfhidryls
are endogenous substances that play a mechanistic role in gas-
troprotection, since -SH alkylators like N-ethylmaleimide
(NEM) counteract virtually any form of gastroprotection (Szabo
et al, 1992), however the cyclooxygenase inhibitor in-
domethacindiminished but never abolished gastroprotection by
other drugs (Korman et al., 1994). Gastroprotection can be un-
derstood as a complex physiological response of the gastric mu-
cosa under pathologic conditions.One of the first physiologic de-
fense response is inflammation that starts with rapid vascular
changes (e.g. increased vascular permeability and blood flow),
followed by cellular events (e.g. infiltration by acute and chronic
inflammatory cells). Thus, the increasing of vascular permeability
creates a perivascular edema in the top part of the gastric lamina
propia, named by Szabo Szabo (2014) “histodilutional barrier”
which dilutes intraluminal toxic chemicals, delays their absorp-
tion, and preserves the integrity of subepithelial vascular
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Fig. 9. (A) Effect of pretreatment with Glibenclamide (1 mg/Kg i.p.) or (B) Diazoxide (3 mg/Kg i.p.) on DLG (diligustilide, 10 mg/Kg p.o.) gastroprotection on gastric lesions
induced by ethanol in rats. Data are presented as mean + S.E.M. (n=6-9). Statistical comparison was performed using ANOVA followed by Tukey test.
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Fig. 10. (A) Effect of pretreatment with FSK (Forskolin, 84 ug/kg i.p.) and (B) DDA (2',5’-Dideoxyadenosine, 100 pg/kg, i.p.) on DLG (diligustilide, 10 mg/kg p.o.) gastro-
protection on gastric lesions induced by ethanol in rats. Data are presented as mean + S.E.M. (n=6-9). Statistical comparison was performed using ANOVA followed by Tukey

test.

endothelial cells allowing the maintenance of mucosal blood flow
(Szabo, 2014). According this, diligustilide is a typical gastro-
protective agent, because NEM completely abolished and in-
domethacin diminished its gastroprotective effect. Although it is
probably that DLG could participate in the modulation of the
synthesis of prostaglandins or by the stabilization of the sulfhydryl
bonding, further studies need to be done, besides many of the
mechanisms involved in the regulation of the SH groups are still
unknown.

Is endogenously generated by the trans-sulfuration enzymes
cystathionine S synthase (CBS) and cystathionine y lyase (CSE)
(Fiorucci et al., 2006). Another less important endogenoussource
of H,S is the nonenzymatic reduction of elemental sulfur to H,S
using reducing equivalents obtainedfrom the oxidation of glucose
(Searcy and Lee, 1998). There are links between the synthesis of
glutathione and the synthesis of H,S, since 1-cysteine is a common
substrate for both. We, therefore, examined the possibility that the
beneficial effects of DLG on ulcer healing may have been due to the
presence of gastric glutathione, rather than to effects on the ac-
tivity of H,S and its synthesis (Fig. 7).First, we observed that ad-
ministration of an inhibitor of CSE, propargylglycine (PAG) did not
enhance the gastroprotection of DLG. Indeed, PAG reduced the
gastric damaged induced by ethanol. However, the increase of
exogenous H,S by NaHS diminished the gastroprotective effect of
DLG. These results are in agreement with a previous work of our
research group, in which we demonstrated that the levels of gas-
tric HoS were increased after ethanol-induced gastric damage and
that they were reverted by PAG. Contrariwise, NaHS increase the
levels of gastric H,S aggravating the ethanol-induced damage
(Chavez-Pina et al.,, 2010), therefore counteracting the gastro-
protective effect of DLG.

We also demonstrate that neither the inhibition of the NO
synthase nor the modulation of the Karp channels modify the ac-
tivity of DLG, suggesting therefore that the NO/cGMP/Katp chan-
nels pathway did not participate in the gastroprotection of DLG on
ethanol-induced gastric damage.

In conclusion, the results presented in the current study show
that the crude extracts and mainly the phthalide diligustilide,
isolated from Ligusticum porteri roots, have a clear gastroprotective
effect on the ethanol-induced gastric lesions, being the first report
of the gastroprotective effect for this kind phytochemical
compounds.
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Abstract (Z,2’)-Diligustilide (DLG) or levistolide A is a
dimeric phthalide isolated from Ligusticum porteri (Osha),
the roots of which are used in the traditional treatment of
many diseases including gastric aches. However, its action
has not been completely elucidated. We analyzed the
contributions of hydrogen sulfide and S-nitrosothiols to the
action of DLG. Animals were pretreated with freshly
formed in vitro nitrosothiol using Na,S and sodium nitro-
prusside to elucidate participation in the action of DLG.
We also evaluated the production of H,S in vivo and in real
time on the stomach via a specific electrode introduced into
the stomachs of anaesthetized animals pretreated with
DLG. Treatment with 10 mg/kg DLG increases gastric H,S
production in vivo from 7.8 £ 0.81 ppm to
13.1 £ 3.01 ppm and prevents the decrease in gastric
injury caused by absolute ethanol. In addition, it maintains
endogenous concentrations of GSH and NO'. Exogenous
S-nitrosothiols protect the gastric mucosa from damage,
suggesting that the action of DLG might be associated with
S-nitrosothiol and H,S formation.
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Introduction

Gasotransmitters are small molecules that participate in
several cellular communication processes; among them,
nitric oxide (NO’), hydrogen sulfide (H,S) and carbon
monoxide are considered the three most important (Farru-
gia and Szurszewski 2014). These gases can diffuse
through membranes without need for a transporter. In
addition, they directly modify their corresponding molec-
ular targets. These compounds are synthesized in small
amounts, and their therapeutic or toxicological effects
depend directly on their concentrations: at higher concen-
trations they react with each other and with oxygen-
forming oxidant species and free radicals (Papapetropoulos
et al. 2015).

These gasotransmitters directly regulate mucosal
defenses: several mechanisms reportedly increase blood
flow and affect the production of bicarbonate, pros-
taglandins, ghrelin (Sibilia et al. 2008), leptin (Motawi
et al. 2008; Ptak-Belowska et al. 2008) and orexin-A
(Bulbul et al. 2008).

Nitric oxide is a freely diffusible molecule capable of
regulating gastric mucosal microcirculation, thus modu-
lating the protective effect of calcitonin gene-related
peptides (Magierowski et al. 2014) by controlling gastric
blood flow (Konturek et al. 1993). Hydrogen sulfide
mediates prostaglandin production and the activation of
glutathione’s antioxidant properties (Wallace 2012).

Phthalides are a group of compounds isolated primarily
from herbs of the Apiaceae family. Ligusticum porteri is an
endemic Apiaceae species distributed in México and the
southern United States (Linares and Bye 1987). Its com-
position has been extensively reported (Brindis et al. 2011;
Deciga-Campos et al. 2005; Deciga-Campos et al. 2007;
Leon et al. 2011). Several activities have been reported for
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compounds isolated from L. porteri including cardiopro-
tective (Kim and Rhyu 2010), anti-inflammatory (Del-
Angel et al. 2015) and neuroprotective (Kuang et al. 2009)
effects. In previous work, we studied the gastroprotective
effects of (Z,Z')-diligustilide (DLG) (levistolide A), a
dimeric phthalide (Velazquez-Moyado et al. 2015). We
now report the participation of NO™ and H,S and the sta-
bilization  of  S-nitrosothiols (RSNOs) in the
gastroprotective actions of DLG.

Materials and methods
Animals

All procedures complied with the Mexican Official Norm
for Animal Care and Handling (NOM-062-ZO0-1999).
Furthermore, clearance for conducting this study was
obtained from The Ethics Committee on Animal Use of the
Amapa Federal University, Macapa Brasil (CEUA-UNI-
FAP-006/2017, date of approval: 06 March 2017). Wistar
rats weighing about 200-250 g obtained from Centro
UNAM-Envigo (Envigo México S.A. de C.V.) were fed a
standard diet and provided with water ad libitum. They were
divided into 36 groups of six to eight animals each. The rats
were placed singly in cages with wire mesh floors and were
fasted with free access to tap water for 10 h before use.

Reagents

Trizma® base (T6066), reduced L-glutathione (GSH,
G4251), 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (D8130), nitrate
reductase (9029-27-0), sodium nitrite (563218), sulfanilic
acid (251917), N-alpha-naphthyl ethylenediamine (33461),
sodium nitroprusside (SNP) (71778), sodium sulfide
(Na,S) (407410), sulfanilamide (S9251), DL-propargyl-
glycine (PAG) (P7888) and hydroxylamine (HA) (159417)
were purchased from Sigma-Aldrich. Absolute ethanol
(99.9%), analytical reagent and Copper (II) chloride were
purchased from J.T. Baker® chemicals. The DLG was
isolated from Ligusticum porteri roots as described else-
where (Velazquez-Moyado et al. 2015).

Acute gastric lesions induced by absolute ethanol

As described elsewhere (Velazquez-Moyado et al. 2015),
acute gastric damage was induced by intragastric admin-
istration of 1 mL of absolute ethanol. After exposure for
2 h, the stomach was removed from the peritoneal cavity,
rinsed in a phosphate buffer solution and opened along the
greater curvature. Images were taken using a digital
microscope (Celestron 44302-A), and the damaged area
was measured using Image J software (Rasband, W.S.,
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Image J, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014).
Tissues were immediately preserved at —70 °C until
analyses could be performed.

Participation of H,S, NO and RNSO in the action
of DLG

Fasted animals were pretreated with 15, 50 or 150 uM
Na,S in isotonic saline solution p.o. as an exogenous
source of H,S, 12.5, 25 or 50 mg/kg PAG in isotonic saline
solution i.p. as an irreversible inhibitor of cystathionine -
lyase (CSE), 1, 3, 10 or 75 mg/kg HA i.p. as an inhibitor of
the enzyme cystathionine B-synthase (CBS) or 0.1, 1, 3 or
10 mg/kg SNP as a nitric oxide donator 30 min prior to
DLG administration at 10 mg/kg p.o. after 30 min, ethanol
was administered to induce gastric lesions.

Nitrosothiols are formed by the reaction between SNP
and Na,S in equimolar concentrations at room temperature
(Whiteman et al. 2006b). Although HgCl, has been used to
determine RSNO formation, CuCl, was used to avoid Hg
toxicity (Singh et al. 1996): GSNO + Cut + H" —
GSH + NO' + Cu**

Reduced glutathione levels

One gram gastric tissue, which included the mucosal layer
and the submucosa of segments with visible hemorrhage,
was cut into small pieces and homogenized in 1 mL of ice-
cold 0.02 M EDTA, 320 pL of distilled water and 400 uL
of 50% aqueous tri-chloroacetic acid using an Ultra-tur-
rax®. The homogenates were centrifuged at 5000 g for
15 min on a refrigerated centrifuge at 4 °C. Then, 400 puL
of the supernatant was added to 800 pL of 40 mM Tris
buffer (pH 8.9) and 100 pL of 10 mM 5,5 -dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid). The reaction was monitored for 3 min,
the absorbance was read at 412 nm, using a microplate
reader, and the results are expressed in GSH concentration.
Standard curves were previously constructed using
10-100 uM GSH.

Nitrite levels

Nitrite quantification indirectly refers to the amount of NO’
produced in the gastric mucosa. It was determined using a
colorimetric assay of the Griess reaction (Moshage et al.
1995). Briefly, 100 pL of the supernatant was mixed with
50 pL of a solution of 1% sulfanilamide dissolved in 1%
phosphoric acid after which 50 pL. of 0.1% naphthyl
ethylenediamine dihydrochloride was added. The resulting
mixture was incubated at room temperature (22 °C) for
10 min, and absorbance at 540 nm was measured using a
microplate reader; the results are expressed as NaNO,
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concentration. Standard curves were previously con-
structed using 1.45-100 pM NaNO,.

Nitrosothiol formation

Nitrosothiol formation was measured using the Saville
reaction (Saville 1958), a modified Griess reaction wherein
1 mM nitroprusside, an NO" donor, was added to 1 mN
Na,S and 1 mN CuCl,, a reagent that converts GSNO to
NO' and then to NO, ™. Nitrites were then quantified using
the colorimetric assay.

Quantification of H,S in vivo

A micro-ion-sensitive sulfide Ag/Ag,S electrode (LS-
146AGSCM; Lazar Research Laboratories, Inc., Los
Angeles, CA) coupled with a digital pH/millivolt meter
(6230 N) ion analyzer was used to quantify the H,S con-
centration in the stomach as previously described
(Velazquez-Moyado and Navarrete 2017). Briefly, fasted
animals were given 10 mg/kg DLG orally. After 30 min,
they were anaesthetized using sodium pentobarbital
(62 mg/kg i.p.). The abdominal region was cleaned, an
incision approximately 1 cm in length was made below the
diaphragm in the epigastric region to expose the stomach
and the microelectrode was placed in the middle of the
stomach via a small cut in the duodenum. Millivolts were
recorded at 5-min intervals for 30 min before and 30 min
after 0.2 mL of absolute ethanol was administered directly
into the stomach using an insulin syringe. Hydrogen sulfide
concentration was calculated from Na,S concentration.
Standard curves were previously constructed using
0.1-1.0 uM Na,S.

Data analysis

All results are presented as the mean = SEM over 6-8
repetitions. Experimental data were analyzed using one-
way analysis of variance followed by Tukey’s post hoc test.
Significance was recognized when p < 0.05.

Results
Participation of H,S in the action of DLG

Using Na,S as an exogenous source of H,S, net damage
was decreased in a dose-dependent manner. At the highest
concentration, 150 uM, gastric hemorrhage in the stomach
was completely prevented (Fig. 1). Interestingly, when
DLG was co-administered with 15 uM Na,S, DLG activity
was lost, yet when it was co-administered with either 50 or
150 uM Na,S, its activity was maintained. This suggests
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Fig. 1 Regulation of Na,S on the effect of DLG. The concentration
of Na,S 15 uM completely abolishes the activity of DLG, well higher
concentrations only exert additive effect between DLG and Na,S.
Data are represented as mean == SEM of six experiments. The
statistical analysis was performed using a one-way ANOVA followed
by a Tukey’s test. *p < 0.05 compared with control, &p < 0.05
compared with DLG

that lower concentrations of H,S regulate the gastropro-
tective activity of DLG.

Effects of PAG and HA on the gastroprotective
effects of DLG

Inhibiting H,S synthesis using 12.5, 25 or 50 mg/kg of
PAG, an irreversible inhibitor of CSE, reduced gastric
damage in a dose-dependent manner, but the gastropro-
tective effects of DLG were not modified (Fig. 2a).
Additionally, HA, an inhibitor of CBS (Vandiver and
Snyder 2012), prevented ethanol-induced damage and also
did not modify the gastroprotective effects of DLG
(Fig. 2b).

The effects of DLG on H,S production

To corroborate whether DLG directly regulates H,S lib-
eration, this gasotransmitter was quantified using a
microelectrode selective for H,S on animals that were
anaesthetized after being pretreated with a single 10 mg/kg
oral dose of DLG. Results show increased basal concen-
trations of H,S (13.1 £ 3.01 ppm) almost double the
amount found in the control group (7.8 £ 0.81 ppm;
Fig. 3a). 25 min after ethanol administration, the control
group showed decreased H,S levels, whereas in the group
pretreated with DLG, the levels did not decrease (Fig. 3a).
Comparing areas under the curves, greater total H,S pro-
duction due the DLG administration is clear (Fig. 3b).
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Fig. 2 a Blocking the activity of the enzyme CSE by PAG shows a
dose-response behavior, but the gastroprotective effect of DLG was
intact. The blockade of CBS by hydroxylamine (b) also did not
modify the gastroprotective activity of DLG. Data are represented as
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Fig. 3 a Temporal course of H,S released in vivo by the stomach in
fasted animals treated with saline solution (filled circle) shows a basal
concentration of H,S, 30 min later 0.2 mL of absolute ethanol was
injected directly in the organ showing a decrease of the total amount
of H,S due to the necrotoxic damage of ethanol. When animals were
pretreated with DLG (filled inverted triangle) the basal concentration

Effect of DLG on total production of GSH
and nitrites

It is well known that ethanol depletes glutathione; this is
evidenced by the oxidative conditions during gastric ulcer
development. By itself, DLG did not modify the levels of
this antioxidant, but it maintained the levels during etha-
nol-induced gastric ulcer development. The GSH
precursor, L-cysteine, significantly increased total GSH, as
expected (Fig. 4a). Nitric oxide can be indirectly studied
by quantifying its metabolic products, the nitrite—nitrate
compounds (Bhattacharyya et al. 2014), using the Griess
reaction to quantify total nitrates. The action of DLG on
animals with or without gastric ulcers (Fig. 4b) pre-
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mean = SEM of six experiments. The statistical analysis was
performed using a one-way ANOVA followed by a Tukey’s test.
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of H,S increases, and even with the administration of absolute ethanol
at the time of 30 min the total amount of H,S was maintained. b Area
under curve of the total amount of H,S produced by the stomach
corroborates the formation of the gasotransmitter as a result of the
pretreatment with DLG. Data are represented as mean + SEM of six
experiments. The statistical analysis performed was a Student ¢ test

gavaged with a single 100 mg/kg dose of L-arginine, the
precursor of NO', to enrich NO' production was analyzed.
Ethanol acts as an oxidative agent, depleting NO'. As
expected, NO, ™~ was greater in animals with gastric ulcers,
but pretreatment with DLG prevented damage and the
depletion of NO' (Fig. 4b).

Exogenous RSNO protects the gastric mucosa

Formation of RSNOs by the reaction of SNP, an NO'
donor, with Na,S, a donor of H,S (Whiteman et al. 2006a),
yielded a gastroprotective effect preventing the damage
induced by absolute ethanol (Fig. 5). Disruption of RSNO
formation by CuCl,, forming H,S and NO', increased the
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Fig. 4 a Glutathione concentrations present on gastric tissue
homogenates on animals pretreated with saline (control), ulcerated
(EtOH) depletes the total amount of GSH due to its oxidative a
necrotic effects on the mucosa, DLG 10 mg/Kg did not modify the
concentration of GSH but prevents its depletion caused by the damage
of absolute ethanol, L-cysteine was used as a positive control.
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Fig. 5 In vitro formation of S-nitrosothiols prevents gastric damage
induced by ethanol; using CuCl, enhances the liberation of NO' from
HSNO formed by the reaction of H,S and SNP, DLG gastroprotective
effect remains. Data are represented as mean = SEM of six
experiments. The statistical analysis performed was a one-way
ANOVA followed by a Tukey’s test. *p < 0.05 compared with
control, #p < 0.05 compared with SNP + H,S

protective effect compared to RNSO-treated animals, and
DLG maintained its gastroprotective effect, leaving these
conditions unchanged (Fig. 5).
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b Nitrite concentrations on gastric tissue were increased in animals
with gastric damage caused by ethanol, DLG 10 mg/Kg prevents the
formation of nitrites on animals with gastric ulcer, here we used L-
arginine as a positive control. Data are represented as mean + SEM
of 5-6 experiments. The statistical analysis performed was a Tukey’s
test. *p < 0.05 vs control, &p < 0.05 vs EtOH

Effect of DLG on RSNO formation

To investigate the participation of DLG in RSNO forma-
tion, GSH and nitrite levels were quantified in the presence
and absence of CuCl,, used to disrupt RSNO stability.
Formation of RSNOs did not prevent GSH from decreasing
as a result of absolute ethanol contacting the gastric
mucosa (Fig. 6a). However, disruption of RSNO produc-
tion by CuCl, maintains normal levels of GSH because
both GSH and NO' formed. In addition, combining DLG
with SNP, Na,S or both did not prevent depletion of GSH
(Fig. 6a).

On the other hand, nitrite formation indicates the total
amount of NO' oxidized. Nitrosothiols prevented an
increase in nitrite formation in ethanol-induced damaged
tissues (Fig. 6b), suggesting that NO is not transformed
into nitrate. When CuCl, was added, nitrate concentration
increased, but not at levels high enough to unprotect the
gastric mucosa (Fig. 6b). Oral administration of DLG with
Na,S or SNP increased total nitrate concentration on
mucosa damaged by ethanol, but when RSNOs and CuCl,
were co-administered with DLG, nitrate concentrations
decreased to levels similar to that seen with only RSNOs
(Fig. 6b). The final result suggests that DLG prevents NO’
oxidation and RSNO disruption. Additionally, CuCl,
decreased nitrite concentrations in ethanol-induced dam-
aged gastric mucosa.
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Fig. 6 a Glutathione and b nitrite concentrations present on gastric
tissue homogenates. The formation of nitrosothiols was performed
between the reaction of SNP + Na,S, while the degradation was
made by the addition of CuCl,. DLG was substituted by one of the
sources for the formation of RNSO compounds. Glutathione is
reduced in all groups probably because of the formation of

Discussion

This work demonstrated that DLG increases H,S levels in
the gastric mucosa and stabilizes RSNO while inhibiting
the oxidation of NO' to nitrites in ethanol-induced damaged
gastric mucosa. These results provide additional informa-
tion on the gastroprotective effects of this phthalide.
Blocking cysteine residues using N-ethylmaleimide, a
Michael acceptor, was shown to completely abolish the
gastroprotective activity of DLG (Velazquez-Moyado et al.
2015); however, in this work, two of the most important
gasotransmitters, H,S and NO', were explored. The former
regulates various functions, maintaining homeostasis in the
cardiovascular (Nishida et al. 2012), neuronal (Dawe et al.
2008), renal (Ge et al. 2014) and gastrointestinal (Takeuchi
et al. 2012) systems. Its physiological and pathophysio-
logical effects are concentration dependent. Small amounts
of the H,S donor could not exert the anti-necrotoxic effects
of ethanol on the gastric mucosa. More interestingly, the
gastroprotective effects of DLG were lost with the addition
of 15 uM H,S, suggesting that the gasotransmitter must be
present to allow DLG to be effective (Fig. 1). This result
agrees with previous reports that H,S acts in a concentra-
tion-dependent manner on gastric lesions (Medeiros et al.
2009). Additionally, H,S reportedly prevents the gastric
mucosa against ischemic and reperfusion damage
(Magierowski et al. 2017). It is synthetized by the linking
of homocysteine and cysteine (Chen et al. 2004), whereby
CSE and CBS are regulated. The latter is the predominant
enzyme in the liver, kidneys, brain and nervous system,
whereas the former is the enzyme in charge of regulating
H,S in vascular and non-vascular tissues (Fiorucci et al.
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S-nitrosoglutathione. On the other hand, when SNP, Na,S and DLG
are present, the total concentration of NO, ™ is completely abolished.
These results suggest this condition prevents the oxidation of
S-nitrosothiols. Data are represented as mean + SEM of five
experiments. The statistical analysis performed was a Tukey’s test.
*p < 0.05 vs control, &p < 0.05 vsEtOH, #p < 0.05 vs SNP + Na,S

2006). Blocking CSE using PAG, an irreversible inhibitor
of this enzyme, did not modify the gastroprotective effects
of DLG; however, HA, a CBS inhibitor, showed gastro-
protective  effects (Fig. 2b) and depleted GSH
concentration (Fig. 7). All these effects can be explained
because H,S regulates the inflammatory pain and PAG
reverts the nociceptive action of formalin. However, use of
inhibitors did not modify DLG activity. Further analyses
are required because several groups report that during an
inflammatory response, H,S inhibitors and the reduction of
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Fig. 7 HA decreases the total concentration of GSH, on animals
treated with saline. Data are represented as mean + SEM of six
experiments. The statistical analysis was performed using a one-way
ANOVA followed by a Tukey’s test. *p < 0.05 compared with
control
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H,S protect against inflammation in animals (Sidhapuri-
wala et al. 2012).

S-Sulthydration is a modification to proteins generated
by H,S, such as glutathionylation (-SSG), sulfenylation (-
SOH), persulfidation (-SSH) and nitrosation (-SNO).
S-Nitrosation is one of the most common post-translational
modifications of proteins. Several authors state that nitro-
sation regulates many cellular functions, such as host
defense, apoptosis (Foster et al. 2009; Hess and Stamler
2012) and modifications to NMDA (N-methyl-D-aspartate)
receptors and transitory receptor potential vanilloid-1
(TRPV1) channels. These functions are also modified via
nitrosylation (Yoshida et al. 2006). The smallest RSNO
reported is thionitrous acid (HSNO), formed by the reaction
between GSNO and H,S (Filipovic et al. 2012). Evidence
shows that it is an NO' source, thus explaining its protective
effects. These results show that HSNO prevents ethanol-
induced damage in the gastric mucosa (Fig. 6). To assess
the participation of DLG in the formation of RSNO, we
administered SNP, an NO' donor, and Na,S, an exogenous
source of H,S, the components necessary to form HSNO
(Whiteman et al. 2006a). Results show that DLG prevents
NO' liberation from HSNO although it is well known at
cellular level they can be metabolized to afford NO*, NO,
and NO~, we cannot detect the formation of nitrites sug-
gesting the stabilization of HSNO or the formation of other
nitrogen species is also possible. In addition, GSH con-
centrations decreased after adding H,S or NO" with DLG.
This effect can be explained by the formation of an inter-
mediate, GSNO, a powerful vascular smooth muscle
vasorelaxant (Ondrias et al. 2008) that also works as an
intermediate carrier (Fig. 8). Phthalides from other Ligus-
ticum species reportedly act as agonists at the PGI,
prostaglandin receptor, leading to vasodilatory effects
increasing blood flow in several tissues (Sitbon and Morrell
2012). We propose that DLG induces the formation of de
novo H,S in the absence of a damage factor such as ethanol
and that it induces and stabilizes HSNO formation in the

SNP  ——> NO°

\ CUC|2 [ Ox ] _

DLG —> HSNO Nd NO,

VA

Na,S —> H,S -GSNO

NN

-GSH

-GSSH

Fig. 8 An overview of the formation of S-nitrosothiols using the
Saville reaction. as a possible mechanism for DLG, first we
demonstrated the formation of H,S caused by this metabolite and
then we observed the stabilization of S-nitrosothiols probably in part
of the antioxidant properties of DLG. These results provide an
approach to the action mechanism in the gastric mucosa

tissue, the latter of which agrees with other reports; several
phthalides have demonstrated antioxidant activities (Dietz
et al. 2008). Ligusticum chuanxiong is another specie from
the Apiaceae family; reports indicate that butylideneph-
thalide, a major compound in its rhizomes, elevates the
activities of superoxide dismutase and catalase, activating
the phosphorylation of ERK1/2 and increasing the expres-
sion of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (Hou et al.
2004). S-Nitrosothiols also regulate the activities of these
enzymes (Oliveira et al. 2008). Although further experi-
ments are needed to corroborate this proposed mechanism,
this is the first attempt to elucidate the action of DLG, a
dimeric phthalide isolated from L. porteri.

Conclusions

Diligustilide has a significant gastroprotective effect
in vivo, regulating two of the most important gasotrans-
mitters, NO" and H,S, increasing the total concentration of
H,S and by the stabilization of RSNOs. These findings
suggest that DLG may be useful as an alternative treatment
for gastric ulcers, although further experimental support is
needed.
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