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1. Resumen.

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), entre los que se
encuentra la indometacina, inducen dafio gastrico por medio de mecanismos
locales y sistémicos. Los tratamientos actuales para contrarrestar los dafios
gastricos ocasionados por los AINEs, como los inhibidores de bomba de
protones (IBP), estan asociados a efectos adversos importantes. Por otra parte,
Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae) es usado en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de trastornos gastrointestinales. Se ha
descrito que las propiedades gastroprotectoras del extracto hexanico de las
raices de L. porteri se deben a su compuesto mayoritario Z, Z -diligustilida. Sin
embargo, las propiedades gastroprotectoras y los principales compuestos
bioactivos del aceite esencial (AE) de L. porteri alin no se han investigado. En
este trabajo se obtuvo el AE de las raices de la planta y se evaluo la accidon
gastroprotectora de la nanoemulsion del aceite esencial (NEAE), el AE no
emulsionado y el extracto acuoso en un modelo de dafio gastrico inducido por
indometacina en ratas Wistar. Por otra parte, se analiz6 la participacién de los
gasotransmisores oxido nitrico (NO) y sulfuro de hidrégeno (H2S) en el efecto

de gastroproteccion.

Se administré a las ratas por via oral la NEAE (1, 3, 10 y 30 mg/kg), el aceite
esencial no emulsionado (10 mg/kg) y el extracto acuoso (10 mg/kg) de L.
porteri 30 minutos antes de la generacién de lesiones de la mucosa gastrica
con indometacina a la dosis de 30 mg/kg, p.o; tres horas después, se
determiné el area de lesiéon gastrica (mm?). Los resultados revelaron que la
NEAE tiene un efecto gastroprotector significativo en comparacion con el grupo
de dafio. Ademas, se evidenci6 que en este efecto gastroprotector se modula el
gasotransmisor H»2S, pero no tiene efecto sobre el NO. El andlisis por CG-EM
del AE permiti6 identificar 37 componentes, siendo los principales el 4-fenil-3-
buten-2-ol y la (Z)-3-butilidenftalida. A partir de estos hallazgos se puede
concluir que la NEAE de L. porteri promueve la accién gastroprotectora y puede
ser utilizada para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la

gastropatia inducida por los AINEs.



2. Introduccioén.

La Ulcera géstrica es una patologia del tracto gastrointestinal caracterizada por
una lesion en las capas mas profundas de la mucosa del estbmago generando
hemorragia, perforacion o penetracion a otros érganos.! Este padecimiento es
el resultado del desequilibrio entre los factores gastroprotectores y los factores
agresores. Uno de los factores agresores de mayor relevancia son los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), cuyo efecto adverso
gastrointestinal se llega a observar con una frecuencia del 30-40%.? Estos
farmacos inducen dafio gastrico de forma local y sistémica. El dafio local ocurre
por una lisis del tejido gastrico resultado de un atrapamiento i6nico que genera
un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria ocasionando
la lisis osmoética. El dafio sistémico se da por la capacidad de los AINEs de
inhibir las ciclooxigenasas y, por lo tanto, la sintesis de las prostaglandinas, que
juegan un papel importante en la modulacion de la gastroproteccion.
Recientemente se ha descrito que existen otras moléculas que participan
activamente en la gastroproteccion, los gasotransmisores como el 6xido nitrico
(NO) y el sulfuro de hidrégeno (H2S), quienes intervienen de manera indirecta

mejorando el flujo sanguineo y reduciendo el estrés oxidativo en el tejido.3

Por otra parte, en la medicina tradicional mexicana se utilizan diversas plantas
para tratar la Ulcera péptica; una de ellas es la raiz de Ligusticum porteri,
conocida como chuchupate, que se utiliza en forma de infusion de la raiz seca
o fresca. Se ha demostrado que los extractos de etanol, hexano vy
diclorometano de esta planta tienen un efecto gastroprotector en modelos de
dafo gastrico inducido con etanol, donde se identifico al compuesto mayoritario
diligustilida como el responsable del efecto,* sin embargo, de manera general,
el efecto de una planta medicinal se debe al efecto sinérgico de varios
componentes. En este contexto, en el presente trabajo se evalud el efecto
gastroprotector del AE de L. porteri en el modelo de dafio gastrico inducido por
indometacina, con la finalidad de saber si el aceite esencial presenta un efecto
gastroprotector, ademas de evidenciar si el 6xido nitrico y el sulfuro de

hidrogeno participan en este efecto.



3. Marco tedrico.
3.1 Ulcera gastrica.

Se define como una patologia del tracto gastrointestinal caracterizado por dafio
o lesién en la pared géastrica que puede extenderse a la submucosa e incluso a
la capa muscular.! El dafio generalmente se da como resultado de un
desequilibrio entre los factores de gastroproteccién y los agresores.® Esta
patologia es una de las mas comunes en México: en el afio 2017 se detectaron
mas de 1.5 millones de casos nuevos de Ulceras, gastritis y duodenitis.®

Existen diversos factores de riesgo, entre los que destacan la infeccion por
Helicobacter pylori y el consumo de AINES, que generalmente causan lesiones
en la mucosa y complicaciones graves, como ulceras hemorragicas a traves de
la inflamacion y produccién de citoquinas.® Debido al éxito en las terapias
contra H. pylori, se ha evidenciado que el dafio gastrico que persiste es debido
al consumo cronico de los AINEs. Otros factores de riesgo que han sido
considerados para este padecimiento son el tabaco y el alcohol. Se ha
observado en estudios epidemiolégicos que los fumadores tienen doble
prevalencia de Ulceras frente aquellos que no fuman, puesto que el tabaco
incrementa la produccion de acido gastrico y enlentece la cicatrizaciéon.’” El
alcohol, por otra parte, puede dafiar a la mucosa gastrica y generar erosiones
al estimular la secrecion de acido e incrementa la permeabilidad de la mucosa
gastrica favoreciendo la retrodifusion del acido.?2 Los alimentos irritantes

también pueden producir dafio en la mucosa gastrica.

Referente al uso de AINEs, las ulceras gastricas son de 3 a 6 veces mas
frecuentes en aquellas personas que utilizan estos farmacos. Este riesgo es
mucho mayor en personas de edad superior a los 60 afos, y varia segun el tipo
de AINE. También se ha observado que el efecto se incrementa en los 3
primeros meses de tratamiento y en pacientes con antecedentes digestivos
previos. Alrededor del 30 al 50% de los usuarios de AINESs tienen lesiones
endoscopicas como hemorragias, erosiones y ulceraciones subepiteliales, que

se encuentran principalmente en el antro gastrico.?



3.2 Mecanismos de gastroproteccion.

La mucosa gastrica se encuentra en constante exposicion a sustancias y
factores dafinos, por lo que requiere de diversos factores o componentes que
le permitan permanecer intacta. Estos factores, el “mecanismo de
gastroproteccion” o la “defensa mucosal”. Consisten en una barrera de moco-
bicarbonato-fosfolipidos, las células epiteliales, la microcirculacion géastrica, los

factores neuronales y los factores humorales.?
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Figura 1. Mecanismos de gastroproteccion de la mucosa gastrica

3.2.1 Barrera de moco-bicarbonato-fosfolipidos.

Esta barrera es una capa que mantiene un microentorno neutro de la mucosa
gastrica, ya que el moco retiene el bicarbonato (HCOz3’) que es secretado por
las células epiteliales superficiales. El moco contiene un aproximado de 95% de
agua y 5% de glicoproteinas de mucina® y forma una barrera hidrofébica que
evita la retrodifusion de &cido debido a la presencia de una capa de fosfolipidos
surfactantes,® lo que ayuda aln mas a mantener un pH favorable en la
superficie del epitelio apical. También funciona como un lubricante para reducir
el dafio fisico en el epitelio por la ingesta y puede disminuir la capacidad de las
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bacterias de acceder al epitelio.® El moco es secretado junto con péptidos de
bajo peso molecular de la familia de factores trefoil (TFFs). La secrecion de
moco es regulada por las hormonas gastrointestinales, gastrina y secretina, asi
como por agentes colinérgicos y prostaglandina E; (PGE_y).3!

3.2.2 Células epiteliales.

Esta linea de defensa consta de una capa continua de células epiteliales
superficiales. Debido a la presencia de fosfolipidos en sus superficies, estas
células son hidrofobas y repelen a los agentes dafiinos solubles en agua y
acido, impidiendo su difusion. También secretan HCOs, moco y generan
prostaglandinas (PGs), proteinas de choque térmico, TFFs y catelicidinas.?

Las proteinas de choque térmico previenen la desnaturalizacion de proteinas y
protegen a las células de lesiones, se generan en respuesta al estrés, como el
aumento de temperatura, el estrés oxidativo y los agentes citotoxicos. Las
catelicidinas desempefian un papel en el sistema de defensa innato de
superficies mucosas previniendo la colonizacién bacteriana junto con las -
defensinas. También se ha demostrado que aceleran la cicatrizacion de las
Ulceras en células epiteliales gastricas. Los TFFs regulan la reepitelizacion y
ejercen la accion protectora de la mucosa; especificamente, el TFF2 ayuda a
estabilizar la red del moco mediante un aumento en la viscosidad de la mucina
y la elasticidad, igualmente tiene un papel en la regulacion de la inflamacién

gastrointestinal y en las respuestas de las citocinas.**?

El epitelio esta en constante renovacion gracias a la proliferacién controlada y
coordinada de células progenitoras; el reemplazo completo del epitelio de la
superficie gastrica normalmente es de 3 a 7 dias. En este proceso, en donde se
reemplazan las células dafiadas o viejas, es controlado por los factores de
crecimiento. El principal receptor del factor de crecimiento expresado en las
células progenitoras gastricas es el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGF-R), y es activado por los factores de crecimiento

transformante a (TGF-a) y el similar a la insulina tipo 1 (IGF-1).3



3.2.3 Microcirculacién gastrica.

El flujo sanguineo a través de los microvasos (capilares, arteriolas y vénulas
colectoras) ayuda a mantener la estructura y las funciones de los tejidos, es
esencial para la entrega de oxigeno y nutrientes y para eliminar sustancias
toxicas. La mucosa gastrica cuenta con una red capilar muy densa: a la altura
de la muscularis mucosae, la mayoria de las arterias gastricas se ramifican en
capilares, entran en la lamina propia y viajan hacia arriba cerca de las células
epiteliales glandulares gastricas; y en la base de las células epiteliales de la

superficie, los capilares convergen en vénulas colectoras.®*3

Cuando la mucosa gastrica es expuesta a irritantes o hay una retrodifusion del
acido se genera un rapido aumento del flujo sanguineo en la mucosa
permitiendo la dilucion del acido o cualquier otro agente nocivo. Esta respuesta
hiperémica estd mediada por nervios aferentes sensoriales y, en parte, por el

NO generado por la sintasa de 6éxido nitrico (NOS).*3

Una de las primeras respuestas de defensa fisioldégica en la gastroproteccion
de la mucosa es la inflamacién, que comienza con cambios vasculares rapidos
como la permeabilidad vascular y el flujo sanguineo aumentados, seguido de
eventos celulares por ejemplo, infiltracion por células inflamatorias de forma
aguda y crénica. Este aumento de la permeabilidad vascular crea un edema
perivascular en la parte superior de la lamina propia gastrica, denominada por
Szabo'* como "barrera histodilucional”, que diluye los compuestos toxicos
intraluminales, retrasa su absorcion y conserva la integridad de la

vascularizacion subepitelial.

3.2.4 Factores neuronales.

El tracto gastrointestinal posee su propia red neuronal, el sistema nervioso
entérico. Contiene una gran cantidad de neuronas que secretan acetilcolina,
noradrenalina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), purinas, NO y diversos péptidos
como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP).1>¢ Estas sustancias participan en la regulacion local de la circulacion,
la secrecidn, la motilidad, la homeostasis de la mucosa y la reparaciéon de la

mucosa.l’



Por otra parte, la mucosa gastrica esta inervada por neuronas sensoriales
aferentes que forman un plexo denso en la base de la mucosa. Estas
terminaciones nerviosas pueden detectar el pH del contenido luminal gastrico y
la entrada de &cido en la mucosa a través de canales sensibles al acido. La
activacion de estos nervios genera una respuesta en las arteriolas
submucosas, regulando asi el flujo sanguineo de la mucosa. El CGRP también
ejerce una accion protectora de la mucosa, generando NO, lo que incrementa

el flujo sanguineo y la secrecién de bicarbonato.5 17

3.2.5 Factores humorales.

3.2.5.1 Prostaglandinas.

Las PGs son derivados de acidos grasos de 20 carbonos de largo con un grupo
hidrocarburo ciclico. Estos compuestos se forman a partir del acido
araquidonico, liberado a partir de fosfolipidos en la membrana plasmatica;
después, la enzima ciclooxigenasa (COX) se encarga de convertir el acido en
prostaglandina. Existen dos principales isoformas de esta enzima: la tipo |
(COX-1) que se produce de modo constitutivo, y la tipo Il (COX-2) que se
induce en diversas células en respuesta a citocinas involucradas en la
inflamacion. Las PGs se producen en casi todos los 6rganos y desempefian

diversas funciones reguladoras.!®

En la mucosa gastrica las prostaglandinas que mas se producen son la PGE. y
PGlz, estimulan la secrecion de bicarbonato y moco. En el epitelio estas PGs
ayudan a reducir la retrodifusion del acido disminuyendo la permeabilidad de
este, incrementan el flujo sanguineo lo que aumenta la resistencia de la
mucosa a lesiones y promueven la formacién de los fosfolipidos surfactantes.
También se les asocia la regulacion negativa de ciertos mediadores de
inflamacion, como la PGE: que inhibe la liberacion de histamina, el TNF-q, la
IL-1, el LTB4 y la IL-8, que son mediadores de inflamacion que aumentan la

susceptibilidad del estbmago al dafio con AINEs.1%:1°

3.2.5.2 Oxido nitrico.

El NO es un radical libre gaseoso, sintetizado en sistemas biologicos por la

enzima NOS, a través de la conversion de L-arginina a L-citrulina. Existen tres
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isoformas de la enzima: una inducible (iNOS) que se expresa en macréfagos,
neutrofilos, fibroblastos, musculo liso vascular y células endoteliales en
respuesta a estimulos patolégicos, y dos formas constitutivas, que estan
presentes en condiciones fisioldgicas en las neuronas (NNOS) y en el endotelio
(eNOS) aunque también puede estar presente en los miocitos cardiacos, las
células mesangiales renales, los osteoblastos y osteoclastos y, en pequefias

cantidades, en las plaquetas.®®

El NO interactia en la mucosa gastrica con neuropéptidos y prostaglandinas
para conservar la mucosa en sus condiciones basales; ayuda a mantener la
integridad del epitelio gastrico y de la barrera de moco mediante la regulacion
del flujo sanguineo en la mucosa gastrica, inhibe la adherencia de leucocitos al

endotelio y estimula la liberacién de moco gastrico y bicarbonato.?°

El posible mecanismo por el cual el NO ejerce su actividad gastoprotectora es
mediante la activacion de la enzima guanilato ciclasa, la cual induce un
incremento en los niveles de guanosin monofosfato ciclico (GMPc).
Recientemente, se ha descrito que la activacion de los canales de potasio
sensibles a ATP por esta via, tiene una participacion en la defensa de la

mucosa.?l 22

3.2.5.3 Sulfuro de hidrégeno.

El sulfuro de hidrogeno (H2S) es un mediador gaseoso que es sintetizado por
una gran variedad de tejidos (pulmén, corazén, higado, rifidn, tronco cerebral,
estbmago, intestino), y tiene actividad de vasodilatador enddgeno,
neuromodulador y mediador antiinflamatorio. Ademas tiene funciones
importantes en la citoproteccion, la funcion vascular, los sistemas neurologicos,
la reparacion y curacion de tejidos, la apoptosis y el ciclo celular, la funcién

mitocondrial, el metabolismo energético y la biogénesis.?3 24

Una de las principales fuentes de azufre en los tejidos de los mamiferos es la
cisteina. Este aminoacido sirve de sustrato para 2 enzimas dependientes de
piridoxal-5’-fosfato: la cistationina B-sintasa (CBS) y la cistationina y-liasa
(CSE). Estas enzimas son responsables de la produccién endégena de H2S en

tejidos junto a la 3-mercaptopiruvato sulfurtransferasa (3-MST).?®



La CBS cataliza el primer paso en la via de la transulfuracion, que es la
condensacion de la serina con homocisteina para formar cistationina y agua,
también puede llevarse a cabo otro mecanismo donde la cisteina reemplaza a
la serina como un sustrato, en ese caso los productos de reaccion son
cistationina y H»>S. La CSE, en la via de la transulfuracion, se encarga de
hidrolizar la cistationina formando cisteina, amoniaco y a-cetobutirato. Al igual
gue la CBS puede catalizar varias otras reacciones para generar H>S a partir
de la cisteina. Finalmente la 3-MST produce H>S a partir de 3-
mercaptopiruvato, que se forma por una reaccién de transaminacién entre
cisteina y a-cetoglutarato catalizada por aspartato aminotransferasa (AAT) (Fig.
2).26

Reacciones catalizadas por CBS
serina + homocisteina — cistationina + H,0
cisteina + homocisteina — cistationina + H,S
cisteina + H,0 — serina + H,5
cisteina + citeina — lantionina + H,5
Reacciones catalizadas por CSE
cistationina — cisteina + a.cetobutirato + NH,
cisteina + homocisteina — cistationina + H,5
cisteina + citeina — lantionina + H,5
cisteina — piruvate + H,5 + NH;
homocisteina + homocisteina — homlantionina + H,5
homocisteina — a-cetobutirato + H,5 + NH,

Reacciones catalizadas por 3-MTS

AAT
cisteina + a-cetaglutarate — 3-mercaptopiruvato + glutamato

MST
3smercaptopiruvate + 2RSH — piruvateo + RS5R + H,§

Figura 2. Reacciones generadoras de H:S catalizadas por CBS, CSE y AAT / MST.

La mucosa gastrica expresa tanto CSE como CBS, por lo tanto tiene la
capacidad de generar H»S. Este gas ayuda en la regulacion del flujo

sanguineo, ademas esta involucrado en el mantenimiento de la integridad de la



mucosa géstrica y es un potente inhibidor de la adherencia de los leucocitos al

endotelio vascular.?®

3.3 Dafio géstrico inducido por AINEs.

Los AINEs son compuestos quimicamente heterogéneos que poseen
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas;?’ sin embargo estos
farmacos inducen lesiones gastricas como ulceracion o hemorragia. El
mecanismo por el cual los AINEs generan dafio gastrico se puede dividir en

dafio local y sistémico.1°

Los AINEs tienen varios mecanismos por los cuales generan el dafio local.
Algunos AINEs pueden destruir las células epiteliales, en particular aquellos de
naturaleza acida, ya que en el jugo gastrico se encuentran en mayor proporcion
no ionizados y lipofilicos, lo que les permite moverse a través de las
membranas celulares hacia el interior de las células, una vez dentro de ellas el
pH neutro causa la conversion a su forma ionizada ocasionando una lisis
osmotica. Los AINEs también pueden alterar la capa de fosfolipidos
tensioactivos en la superficie de la mucosa, independientemente de los efectos
sobre la sintesis de prostaglandinas, facilitando la retrodifusion del acido, lo que
altera el pH de esta capa que protege al epitelio, ademas de que la secrecion
de moco y bicarbonato disminuyen igualmente.’® Finalmente se ha observado
gue los AINEs disminuyen la respuesta proliferativa de las células
especificamente el factor de crecimiento epidérmico (EGF), alterando la

reparacion epitelial.?®

El dafio sistémico de los AINEs consiste en la inhibicion de las dos isoformas
de la enzima COX.'® La supresion de la COX-1 genera una disminuciéon en el
flujo sanguineo de la mucosa y aumenta la secrecion de acido, también
promueve el sangrado gastrico debido a que al inhibirse se suprime la sintesis
de tromboxano plaquetario y, por lo tanto, se reduce la capacidad de las
plaquetas para agregarse. También se ha observado que la deficiencia de PGs

sintetizadas por esta enzima generan una hipermotilidad gastrica.? 2°

La COX-1 es la isoforma predominante que se expresa en una mucosa sana,

pero la expresion de la COX-2 puede ser mayor cuando la mucosa se
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encuentre expuesta a un irritante o cuando la actividad de COX-1 es inhibida
por algun AINE. Esta regulacion positiva de la COX-2 es una respuesta dirigida
a mejorar la defensa de la mucosa, por lo que cuando la actividad de la COX-2
es inhibida, se puede observar la formacion de erosiones de la mucosa ya que
se promueve la adherencia de leucocitos al endotelio® y estos producen
especies reactivas de oxigeno conduciendo a la apoptosis.®® Ademas, los
inhibidores de la COX-2 retrasan la curacion de las Ulceras géastricas cronicas
en modelos animales experimentales y disminuyen la proliferacién de células
epiteliales, la angiogénesis y la maduracion del tejido de granulacion.®' Se ha
visto que la inhibiciobn selectiva de COX-1 o de COX-2 no provoca dafio
gastrico en un modelo animal, sino que se requiere de la inhibicion de ambas

isoformas de COX para generar el dafio.%?

3.4 Tratamiento para el dafio gastrico inducido por AINES.

Los tratamientos actuales para disminuir el dafio gastrico por AINEs incluyen
los antagonistas del receptor H> (ARH2s), los inhibidores de la bomba de
protones (IBPs) y los anélogos de prostaglandinas, cada uno de los cuales
posee una eficacia variable como agente gastroprotector. Los ARH2s curan
casi todas las ulceras por AINEs, sin embargo, la tasa de curacion de la Ulcera
disminuye significativamente si el paciente no suspende los AINEs.33 Por otra
parte, los IBPs bloquean de forma irreversible a la bomba de protones,
inhibiendo la secrecion de acido y a su vez disminuyen el efecto bactericida del
jugo gastrico, por lo que las bacterias labiles al acido, como Salmonella,
Campylobacter y Clostridium difficile pueden tener una mayor probabilidad de
infectar y crecer en el tracto gastrointestinal.3#3 E|l misoprostol es un analogo
de prostaglandina que aumenta la produccién de moco gastrico, sin embargo,
la frecuencia de los efectos secundarios son lo suficientemente graves como
para provocar la interrupcion del tratamiento.®® Recientemente, se han
sintetizado sustancias como el ATB-346, un AINE liberador de H>S derivado de
naproxeno y que actualmente se encuentran en fases clinicas de

investigacion.3®
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3.5 Ligusticum porteri.

Ligusticum porteri Coult & Rose (Apiaceae), conocida popularmente como
chuchupate u osha, es una planta herbacea perenne, que tiene una altura de
50 a 100 cm. Tiene segmentos de hojas elipticas en forma de lanza de un
ancho de 5 a 40 mm y de 15 a 30 cm de largo con hojas basales mas grandes
(Fig. 3). Sus raices estan cubiertas de pelos reticulares fibrosos con un olor
caracteristico (Fig. 4). Las flores blancas aparecen a fines del verano y tienen
un didmetro de aproximadamente 2 a 5 mm con cinco pétalos. Crece en suelos
ricos y himedos en habitats boscosos, desde bosques de pinos hasta bosques
de abetos, pero también se encuentra en laderas y en prados con suelos
rocosos mas secos. En nuestro pais se encuentra en los estados de Sonora y
Chihuahua, mientras que en E.U.A., en los estados de Wyoming, Arizona,
Colorado, Idaho, Nuevo México, Nevada y Utah.*’

Figura 3. Hojas de Ligusticum porteri Figura 4. Raiz de Ligusticum porteri
(fuente http://www.americansouthwest.net)

La raiz, seca o fresca, se consume en forma de infusion y es utilizada para
dolores en general, trastornos gastrointestinales, fiebre, enfermedades
respiratorias y problemas circulatorios. La infusion también se usa de manera

topica en heridas para prevenir infecciones.3®

La raiz ha sido la parte de la planta mas estudiada y de la que se han reportado
diferentes actividades biolégicas, como propiedades antinociceptivas,3 agente
inmunomodulador con efectos protectores contra el dafio oxidativo,*° efecto
antihiperglucemico** 'y efecto gastroprotector del extracto hexanico,

principalmente por la acciéon de la Z, Z'- diligustilida (DLG) (Fig 5).* El aceite
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esencial se compone principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos y
algunas ftalidas, se ha reportado que el aceite esencial restaura la sensibilidad

de la cepa MDR-Staphylococcus aureus a norfloxacino.*?

Figura 5. Estructura de la Z, Z'- diligustilida
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4. Planteamiento del problema.

La gastropatia por AINEs es el efecto secundario farmacoldgico méas frecuente
de estas substancias. Alrededor de 30 millones de personas en el mundo
consumen AINEs diariamente y entre el 30 a 50% de los usuarios presentan
lesiones gastricas.? Los medicamentos que comlUnmente se utilizan para el
tratamiento del dafio gastrico inducido por AINEs incluyen los IBPs y los
H2RAs, que se encargan de inhibir la secrecién de &cido géastrico, sin embargo
se ha observado que estos farmacos aumentan significativamente el dafio
intestinal causado por los AINEs.*® Por lo que una alternativa para tratar el
dafio gastrico inducido por los AINESs, podrian ser compuestos que abarquen
mecanismos de accion diferentes a la inhibicion de la secrecion del acido
gastrico, como la modulacion de los factores gastroprotectores u otro

mecanismo relacionado.

Estudios previos han demostrado que los extractos de etanol, hexano y
diclorometano de L. porteri tienen efecto gastroprotector ademas, el compuesto
mayoritario, la diligustilida, también presenta el efecto gastroprotector y regula
la liberacion de H>S como probable mecanismo en modelos de dafo gastrico
inducido con etanol.* Sin embargo, hasta el momento no se han evaluado las
propiedades gastroprotectoras del AE y del extracto acuoso de L. porteri. Por
ello, en el presente trabajo se planted caracterizar el efecto gastroprotector de
la nanoemulsion del aceite esencial aislado de las raices de L. porteri y
establecer su posible mecanismo de accién en un modelo murino de dafio

gastrico inducido por indometacina.

5. Hipétesis.

La nanoemulsién del aceite esencial de las raices de L. porteri tiene un efecto
gastroprotector en ratas Wistar en el modelo de dafio inducido con
indometacina. Dicho efecto esta mediado por la regulacién de los niveles

gastricos de 6xido nitrico y sulfuro de hidrégeno.
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6. Objetivos.

6.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto gastroprotector del aceite esencial y del extracto acuoso de

las raices de Ligusticum porteri en el modelo de induccién de dafio gastrico con

indometacina en ratas.

6.2 Objetivos particulares.

Obtener el aceite esencial y el extracto acuoso a partir de la raiz de L.
porteri.

Caracterizar mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas la composicion del aceite esencial de L.
porteri.

Evaluar el efecto gastroprotector del aceite esencial y del extracto
acuoso obtenidos de la raiz de L. porteri en el modelo de dafio gastrico
inducido con indometacina en ratas.

Cuantificar los niveles de NO y H2S en el tejido gastrico tratado con
aceite esencial y con extracto acuoso obtenidos de la raiz de L. porteri

en el modelo de dafio gastrico inducido con indometacina en ratas.
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7. Materiales y métodos.
7.1 Material vegetal.

Se adquirieron 1000 g de raiz de L. porteri en “Las plantas medicinales de
América”. Su autenticidad fue verificada por un botanico del Herbario Nacional
de México (voucher 31733).

7.2 Farmacos y reactivos.

El AE fue obtenido a partir de la raiz de L. porteri. La indometacina, el NaHS, el
acetato de zinc, el acido tricloroacético (ATC), el sulfato de N, N dimetil-p-
fenilendiamina, el HCI, el FeCls, el NaNO2, la sulfanilamida, y la N-
naftiletilendiamina se adquirieron de Sigma-Aldrich, el omeprazol se adquiri¢ de
J.T. Baker. Para la determinacion de nitritos se adquirieron la enzima nitrato
reductasa y el cofactor NADPH de Cayman Chemical Co. Todos los reactivos y
farmacos fueron preparados momentos previos a su uso. La indometacina fue
disuelta en una disolucion de NaHCOsz 5% (m/v) y el omeprazol en una
disolucion de NaCl 0.9% (m/v). El grupo basal recibio el vehiculo (emulsion
tween 80, span 20 en agua destilada, solucion salina o NaHCO3 al 5%) en el

mismo volumen (0.1 mL/100 g) via oral.

7.3 Equipo e instrumentos.

Las imagenes del estdbmago se obtuvieron con un microscopio digital
CELESTRON 44302-A. Los tejidos se homogenizaron con un IKA Ultra-Turrax
T8 y para obtener los sobrenadantes se utiliz6 una microcentrifuga refrigerada
IEC Micromax RF. Aparato tipo Cleverger para obtener el aceite esencial. Para
leer las placas de las técnicas analiticas se emple6 un lector ELISA modelo 680

Microplate Reader de la marca BIO-RAD.

7.4 Animales.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron ratas macho Wistar con un
peso entre 180 a 250 g. Todos los animales fueron tratados acorde a la Norma
Oficial Mexicana de Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y las guias del
Comité de Asesoramiento Nacional para la Investigacion de Animales de

Laboratorio (NACLAR). Ademas, se obtuvo la aprobacién del protocolo por
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parte del Comité Institucional para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica (OFICIO/FQ/CICUAL/259/18).
El nimero de ratas por grupo fue de 5y fueron acondicionadas en jaulas de
policarbonato bajo condiciones de temperatura controlada (22 + 2°C), con
ciclos de luz obscuridad de 12 h, alimentada con pellets estandar y agua
potable ad libitum durante 2 a 3 semanas previas al experimento. Antes de los
experimentos fueron colocadas en un ayuno de 12 h en jaulas individuales con

piso de malla y libre acceso a agua.

7.5 Obtencion del aceite esencial.

Se pesaron y molieron 700 g de raiz, se colocaron en un matraz bola con agua
destilada (1 L), llevando a cabo una hidrodestilacion con un aparato tipo
Cleverger durante 3 horas a presion atmosférica obteniendo 4.4 g de aceite
(0.63% de rendimiento). EI AE colectado se guardd en un vial ambar y se
conservd en refrigeracion hasta su uso en los experimentos y analisis por

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

7.6 Andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

El analisis del AE se llevo a cabo en un cromatografo de gases marca Agilent,
modelo 6890N acoplado a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo
(TOF) marca LECO modelo Pegasus 4D con las siguientes condiciones:
columna capilar DB-5ms (20 m x 0.18 mm, espesor de pelicula 0.18 ym); gas
portador: helio (velocidad de flujo: 1 mL / min), inyeccion en modo split (1: 400);
temperatura del inyector: 300°C, impacto electronico (El) 70 eV como método
de ionizacion; temperatura de la cadmara: 200°C; modo de escaneo de masa:
20 barridos / segundo; intervalo de masas: 45-550 m/z. Se inyectaron 2 uL de
la disolucion (aceite al 5% m/v en hexano). La identificacion de los compuestos
individuales se realizé mediante el célculo de sus indices de retencion (RI)
utilizando la mezcla homdéloga de n-alcanos Cs-C24 y por comparacion con los
datos espectrales de masas disponibles (NIST-2002) y se confirmé
comparando sus indices de retencién calculados con los reportados en la

literatura.
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7.7 Obtencion del extracto acuoso.

Se pesaron 32 g de raiz de L. porteri y se colocaron en 1L de agua en
ebullicion durante 30 min. La infusion se filtr6 con algodon y se evapor6 a
temperatura ambiente (22 = 2°C) hasta sequedad bajo una corriente de aire
continua obteniendo 2.6 g de extracto con un rendimiento de 8.12%.

7.8 Preparacion de las nanoemulsiones del aceite esencial.

A 0.5 g de aceite se adicionaron 0.25 g de Span 20 y 0.25 g de Tween 80, se
agitaron por 30 min a 11000 rpm con ayuda de un homogenizador (Ultra-
Turrax® T-18). Después se fue adicionando agua destilada con un flujo de 0.5
mL/min hasta completar un volumen final de 10 mL dejando constante la
agitacion por 90 min. El vehiculo se prepar0 de la misma manera

reemplazando el aceite esencial por agua destilada.

El tamafio de la gota y el indice de polidispersibilidad se midieron mediante
espectroscopia de correlacion de fotones utilizando un ZETASIZER ZEN ZS
3600 (Malvern Instrument Co., Reino Unido). Cada nanoemulsion (por
triplicado) se diluyo utilizando agua Milli-Q ultrapura (1:25) y el tamafio de gota

promedio se expresd como el diametro medio.

7.9 Induccion y evaluacion del dafio gastrico.

A ratas en ayuno de 12 h se les administré por via oral la NEAE (1, 3, 10 y 30
mg/kg), el AE sin emulsionar (de 10 mg/kg), el extracto acuoso (10 mg/kg), el
farmaco de referencia (omeprazol, 30 mg/kg) o el vehiculo (Tween 80 y Span
20 en solucion salina 0.9%). Treinta minutos después se les administr
indometacina (30 mg/kg) para generar el dafio gastrico. Tres horas después los
animales se sacrificaron en camara de CO2, se realiz0 la diseccion del
estbmago, se abrio por la curvatura mayor y se lavo con solucién fisiolégica. Se
extendid el tejido y se tomd una fotografia utilizando un microscopio digital,
luego se analiz6 la extension del area de dafio gastrico en mm? utilizando el
software Image J (version 1.45). Finalmente se realiz6 la suma del area de

todas las lesiones en el cuerpo del estémago de cada animal.*
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7.10 Determinacion de los niveles endégenos de sulfuro de hidrégeno.

Curva patron.

Se pesaron 13.6 mg de NaHS y se aforaron a un volumen final de 5 mL con
acetato de zinc 0.5% (m/v). Esta solucion sirvi6 como solucibn madre para

preparar las soluciones de la curva: 16, 32, 48, 96, 144, 192 uM de H>S.
Tratamiento de las muestras de tejido.

Se pesaron 200 mg de tejido gastrico y se realiz6 un combinado con las
muestras homogeneizando en 2 mL de acetato de zinc al 0.5% con un
homogenizador Ultra-Turrax® T-18. El homogeneizado se centrifugd a 14000 xg
por 15 min a 4°C para obtener el sobrenadante.

Desarrollo del ensayo.

La concentracion de H>S se determind mediante la reaccion de formacion de
azul de metileno.** Para esto se tomaron 350 yL de sobrenadante que se
mezclaron con 50 pyL de ATC (10% v/v) para precipitar las proteinas, se
centrifugd a 14000 xg por 20 min a 4°C. Se tomaron 120 pL del sobrenadante,
se les agreg6 50 pL de solucion estandar de NaHS [48uM] y 40 uL de sulfato
de N, N dimetil-p-fenilendiamina (20 mmol/L en HCI 7.2 M), se agitaron en
vortex 1 min. Posteriormente se agregaron 40 uL de FeClsz (30 mmol/L en HCI
1.2 M), y se dejaron reaccionar por 20 min. A continuacion, se realizé la
extraccion del azul de metileno formado, para esto se adicionaron 500 yL de
cloroformo y se agité con vortex, se tomaron 450 uL de la fase de cloroformo y
se secaron a 60°C en una estufa con vacio, el residuo se resuspendio con 220
ML de etanol, se tomaron 200 pL que se colocaron en la microplaca de 96

pozos y se ley6 a una longitud de onda de 655 nm.

7.11 Determinacién de los niveles enddgenos de 6xido nitrico.

Curva patron.

Para preparar la curva patron se preparé una solucion madre de NaNO, 10 mM
y a partir de esta solucién se prepararon las soluciones para la curva estandar
que fueron de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 uM.
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Tratamiento de las muestras.

Se pesaron aproximadamente 200 mg de cada muestra de tejido, se
transfirieron a un tubo con 1 mL de buffer de fosfatos (10 mmol/L, pH 7.4). Las
muestras se fragmentaron con tijeras por 30 s y después se homogeneizaron,
se centrifugaron a 9000 xg por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtré y se

conservo para su posterior tratamiento.
Desarrollo de ensayo.

Para llevar a cabo la reaccién colorimétrica de Griess*® primero fue necesario
convertir el nitrato a nitrito con ayuda de la enzima nitrato reductasa. Para ello
se colocaron 80 uL de sobrenadante en la microplaca de 96 pozos, se
agregaron 10 uL de enzima nitrato reductasa y 10 uL de cofactor (NADPH) y se
dejo incubar por 3 h a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 50 yL del
reactivo de Griess 1 (1% de sulfanilamida en acido fosforico al 5%) y 50 pL del
reactivo de Griess 2 (N-naftiletilendiamina al 2%) dejando reaccionar por 10

min. Se determinaron las absorbancias a una longitud de onda de 540 nm.??

7.12 Andlisis estadistico.

Los datos presentados son expresados como la media + el error estandar de la
media (EEM) (n=5). Los datos de dosis-respuesta fueron analizados mediante
la prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey para las comparaciones post hoc. Los valores
de p<0.05 fueron considerados como una diferencia estadisticamente

significativa entre las medias.
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8. Resultados.

8.1 Caracterizacion del aceite esencial de L. porteri

De la hidrodestilacién de la raiz de L. porteri se obtuvieron 4.4 g de aceite
esencial correspondiente a un rendimiento del 0.63% con respecto a la raiz
seca. En el andlisis de CG-EM (Fig 6) se identificaron 37 compuestos quimicos
que incluyen monoterpenos (28.16%), ftalidas (22.4%) y sesquiterpenos
(5.73%). Los compuestos mayoritarios fueron 4-fenil-3-buten-2-ol (35) (Fig 6)
(20.543 %) y (Z)-3-butilidenftalida (36) (Fig 6) (20.544 %) (Tabla 1).
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Figura 6. Cromatograma obtenido del aceite esencial de la raiz de Ligusticum porteri por CG-EM y
estructuras de 4-fenil-3-buten-2-ol (35) y (2)- 3-Butilidenftalida (36)
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Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de la raiz de Ligusticum porteri.
23Compuestos enlistados en orden de elucion. IR = indice de retencion lineal relativo a los n-alcanos
Cs-Ca4 en la columna capilar DB-5MS. °TR = Tiempo de retencion en segundos.

_ Formula Cont.
Pico Compuesto? IRP TR (s)° n_10|_ecqlar; CAS % '
Similaridad

1 a-pineno 931.08 | 318.981 CioH16; 970 |2437-95-8 0.80636
2 B-pineno 972.96 | 348.381 CioHi16; 971 | 127-91-3 0.80777
3 a-felandreno 998.6 | 366.381 CioH1s; 854 | 99-83-2 3.8335
4 3-careno 1004.6 | 369.781 CioH1s; 920 | 13466-78-9 0.49243
5 0-cimeno 1020.8 | 378.331 CioH14; 963 | 527-84-4 4.4351
6 Cﬁ'ggluga?icggﬂggz")l 1026.6 | 381.381 | CioHisN; 834 |55760-15-1 | 5.4543
7 sabineno 1027.2 | 381.681 CioHis; 892 | 3387-41-5 5.5273
8 y-terpineno 1058.4 | 398.131 CioHie; 800 |99-84-3 1.9547
9 terpinoleno 1089.5 | 414.531 CioHie; 898 | 586-62-9 1.2823
10 4-careno, cis-(-)- 11225 | 431.931 CioHie; 823 | 5208-49-1 0.82414
11 hidrato trans-sabineno 1139.6 | 440.931 | CioH180; 814 |17699-16-0 0.88897
12 | (BEAUNECaLISE 11657 | 453131 | Cuis 803 |50277-311 | 4.2783
13 pentenilbenzeno 1167.5 | 455.631 C11H14; 912 | 826-18-6 1.9423
14 p-a-dimetil estireno 1181.1 | 462.781 CioH12; 848 |1195-32-0 0.45319
15 dihidrocarveol 1192.3 | 468.731 | CioHisO; 740 | 619-01-2 0.1953
16 biciclo[3.1.0]hex-3-en-2-0l | 1198.6 | 472.031 | CioH160; 852 |97631-68-0 2.4798
17 formiato de bornilo 1285.3 | 509.481 | C11H1802; 886 | 1200-67-5 0.97094
18 timol 1297.3 | 514.631 | CioH140; 883 |89-83-8 0.4369
19 trans-verbenol 1298.2 | 515.031 | CioH160; 829 | 1820-09-3 0.4369
20 trans-3-Caren-2-ol 1311.6 | 520.781 | CioHi6O; 820 |93905-79-4 0.67621
21 acetato de mirtenilo 1329.1 | 528.331 | Ci2H1802; 841 | 1079-01-2 3.8613
22 silvestreno 1346.1 | 535.631 CioHis; 861 |1461-27-4 0.60661
23 acetato de carvilo 1360.3 | 541.731 | Ci2H1802; 803 | 97-42-7 0.76582
24 a-bulneseno 14175 | 565.431 CisH24; 719 | 3570-04-5 1.2036
25 canfeno, (-)- 1441.7 | 574.531 CioH1s6; 853 | 5794-04-7 0.6075
26 a-acoradieno 1471.5 | 585.781 CisHz24; 865 | 24048-44-0 0.82568
27 seicheleno 1501.8 | 597.231 CisH24; 870 | 20085-93-2 0.38995
28 thujopseno 1506.9 | 599.131 CisH24; 768 | 470-40-6 1.9416
29 2‘r(‘if’rtneer;;#é‘r’]'ii)z_"'?gi'_'6' 1511.6 | 600.931 | CisHz0; 718 |39599-18-3 | 1.9416
30 mg’“%‘zlnoohxéxt o 1521 | 604.481 | CoHwO; 785 |100144-30-7 | 1.1308
31 carveol 1535.1 | 609.781 | CioHi160; 813 |99-48-9 0.90653
32 y-elemene 1563.6 | 620.531 CisH24; 896 | 339154-91-5 0.36031
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Intensity (Percent

33 epoxido de calareno 1570.6 | 623.181 | CisH240; 768 | 68926-75-0 0.48149
34 3-propilidenoftalida 1675.9 | 659.581 | C11H1002; 787 | 17369-59-4 1.8626
35 4-fenil-3-buten-2-ol 1748.2 | 683.681 | CioH120; 652 | 17488-65-2 20.543
36 3-butilidenftalida, (2)- 1749.5 | 684.131 | Ci12H1202; 734 | 551-08-6 20.544
37 Aloaromadendreno 1769.2 | 690.681 CisH24; 830 [109119-91-7 | 0.27305

Total identificado, % 96.42

(A)

8.2 Obtencion de la nanoemulsion del aceite esencial de L. porteri

La NEAE de L. porteri y su vehiculo, presentaron las caracteristicas
viscoelasticas y el comportamiento no newtoniano propias de una
nanoemulsién.*? El tamafio de la gota promedio fue de 178.9 + 0.66 nm para la
NEAE y de 271.3 + 2.50 nm para el vehiculo, con una polidispersibilidad de

0.338 £ 0.02 nm para la NEAE y de 0.369 + 0.01 nm para el vehiculo (Fig 7).
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Figura 7. (A) Distribucién del tamafio de particula de la NEAE obtenida de L. porteri (gota promedio: 178.9 nm +
0.66 nm; Pdl 0.338 + 0.02 nm. (B) Distribucion del tamafio de particula del vehiculo (gota promedio: 271.3 + 2.50
nm; Pdl 0.369 £ 0.01 nm

8.3 Evaluacion del efecto gastroprotector

La administracion del AINE indometacina generd lesiones hemorragicas
puntuales que se extienden en todo el cuerpo y antro del estomago (Fig 8B),
donde se observa un incremento en el area de dafio en el grupo tratado con
indometacina (36.17 + 3.04 mm?) con respecto al grupo basal (de 0.16 + 0.08
mm?) (Gréfica 1; p<0.05). Con el tratamiento previo de la NEAE en las dosis de
3, 10 y 30 mg/kg, p.o. se reducen significativamente las lesiones gastricas
(12.56 + 1.80 mm?, 11.37 + 3.85 mm? y 3.32 + 1.78 mm?, respectivamente),
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siendo la dosis de 30 mg/kg la que mostro un efecto mayor (Gréfica 1; p<0.05).
Por otra parte, el AE no emulsionado a dosis de 10 mg/kg y el EA a dosis de 10
mg/kg no mostraron efecto gastroprotector (Fig 8D y E), ya que no hubo una
diferencia estadisticamente significativa de sus areas de dafio (28.20 + 2.23
mm? y 26.42 + 4.24 mm?, respectivamente) con respecto al grupo de dafio.
Finalmente, el efecto gastroprotector de omeprazol (10 mg/kg) (12.87 + 1.17
mm?) no present6 diferencia significativa con respecto a los tratamientos con la
nanoemulsiéon del aceite esencial (NEAE) pero si con respecto al grupo dafiado
con indometacina (Gréfica 1 y Fig 8; p< 0,05).

Efecto gastroprotector
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(mg/kg, p.0.) (10 mg/kg, p.o.)

Indometacina (30 mg/kg, p.o.)

Gréfica 1. Area de dafio géastrico con la NEAE (1, 3, 10, 30 mg/kg, p.0.), el AE sin emulsién (10 mg/kg
p.o), Vel EA=(GemYRG % ipesblobieprard (OMZ) (10 mg/kg p.o) en el modelo de dafio gastrico con
indofhfethdina Xehiculo (VEH) = Tween 80 + Span 20 Sol. salina 0.9%. Los datos son presentados
come el quovs edie@nulEmMdreded)ath Fgk@5 vs Basal * p< 0.05 vs Vehiculo y vs AE y EA. ANOVA de
una MR GuRiaHeENa SFRIEGe Tukey.
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Con los resultados obtenidos del area de dafio, se calculé el porcentaje de
gastroproteccién para las NEAE (Tabla 2), se grafic6 el porcentaje de
gastroproteccion vs el Log de la dosis. Obteniendo una désis efectiva 50 (DEso)
de 2.030 £ 0.689 mg/kg.

Tabla 1. Porcentajes de gastroproteccion
de la NEAE. 2Promedio £ EEM

c 120-
NS Dosis % gastroproteccion?
8 100+ g e Experimental

D g0 e o (mg/kg)

5 ++«+ Teorico

S 60- | } 1 32.59 £ 13.72

o

g 204 } 3 64.55 + 5.106

& .

O 20- . 10 67.91 +£10.88

o |

0 30 90.63 £ 5.031

Log Dosis (mg/kg)

Gréfica 2. Curva Dosis-Respuesta de las nanoemulsiones de aceite
esencial. Ewax = 98.55, h=0.7616, DEso= 2.030+0.689 mg/kg.

8.4 Evaluacion de la participacion de oxido nitrico en el efecto gastroprotector
del aceite esencial de L.porteri

El pretratamiento con aceite esencial de L. porteri en cualquiera de sus
formulaciones no modificé los niveles gastricos de NO de manera significativa,
sin embargo se observa una ligera disminuciéon en el grupo dafado con
indometacina (0.587 + 0.024 umol/g tejido) con respecto al grupo basal (0.653

+ 0.03 umol/g tejido) (Grafica 3), aunque no es significativa.
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Gréfica 3. Efecto de los tratamientos en los niveles de NO2 en el modelo de dafio gastrico
inducido con indometacina. Los datos son presentados como el promedio + EEM (n=5-10)
vehiculo= Tween 80 + Span 20 sol. salina 0.9%. ANOVA de una via seguida de la prueba de
Tukey.

8.5 Evaluacion de la participacion de sulfuro de hidrogeno (H2S) en el efecto
gastroprotector del aceite esencial de L. porteri.

La administracion de indometacina generé un incremento en los niveles
gastricos de H.S (263.3 = 6.04 nmol/g tejido) de manera significativa con
respecto al grupo basal (126.8 £ 8.33 nmol/ g tejido) (Grafica 4; p<0,05). La
dosis de 10 mg/kg y 30 mg/kg de la NEAE (209.7 + 11.50 nmol/g tejido y 222 +
5.30 nmol/g de tejido, respectivamente) lograron revertir el incremento de H2S
de manera significativa con respecto al grupo dafiado, pero no logran
disminuirlo a niveles basales (Grafica 4). Por otra parte, los tratamientos de AE
10 mg/kg y EA 10 mg/kg (268.4 + 7.87 nmol/g tejido y 258.6 + 10.16 nmol/g
tejido respectivamente) no modificaron de manera significativa los valores de

H2S con respecto al grupo de dafio (Grafica 4; p<0,05).
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Grafica 4. Efecto de los tratamientos en los niveles de H2S en un modelo de dafio géstrico
inducido con indometacina. Los datos son presentados como el promedio + EEM (n=5).
Vehiculo = Tween 80 + Span 20 sol. salina 0.9% # P<0.05 vs Basal * P<0.05 vs Vehiculo.,

ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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9. Discusion de resultados.

Los resultados obtenidos del andlisis de CG-EM del aceite esencial de L.
porteri, coinciden con los de Rivero y colaboradores.*® En ambos trabajos se lo
establecer que la (Z)-3-butilidenftalida es uno de los principales compuestos en
el AE. Por otra parte, Cégiela-Carlioz y su equipo*® descubrieron que los
componentes que se presentan en un mayor porcentaje en el AE obtenido por
hidrodestilacién son los terpenos (73.4%) y las ftalidas (14.4%). Mientras que
Collin y colaboradores indica que el monémero (Z)-3-butilidenftalida representé
solo un 0.05% del contenido del aceite esencial.*’ Estas variaciones en el
contenido de los principales compuestos obtenidos en los diferentes estudios
pueden estar relacionadas a las condiciones ambientales donde fueron

cultivadas las plantas y al método de extraccion del aceite.*®

Se considera que las nanoemulsiones son una clase de emulsiones con
tamafos de gota en escala nanométrica, hormalmente en un rango entre 50 y
500 nm“®, por lo tanto nuestras preparaciones con el AE de L. porteri estan
dentro del rango esperado para este tipo de formulacién, ya que tuvieron un

tamafo de gota promedio de 178.9 nm = 0.66 nm.

Las NEAE en las dosis de 3, 10 y 30 mg/kg presentaron un efecto
gastroprotector significativo en el modelo de dafio gastrico inducido con
indometacina. Trabajos previos en nuestro grupo de trabajo habian demostrado
gue el efecto gastroprotector del extracto hexanico de L. porteri sobre las
lesiones gastricas inducidas por etanol se debe al compuesto (Z, Z')-
diligustilida (DLG). Sin embargo, es importante mencionar que en el analisis de
CG-EM del aceite esencial de L. porteri no se logré identificar a este metabolito.
Lo anterior deja en evidencia que la DLG no es el Unico responsable de las
propiedades gastroprotectoras atribuidas a L. porteri. Por lo que puede haber
otros metabolitos implicados en el efecto gastroprotector del aceite de esta
planta. De uno de los compuestos mayoritarios del aceite, la (2)-3-
butilidenftadlida, se han demostrado mdultiples propiedades farmacoldgicas,
como por ejemplo su efecto antihiperglucemiante al inhibir la a-glucosidasa,*
sus propiedades antinociceptivas,® también se ha observado que ejerce

efectos antiproliferativos sobre células tumorales tanto in vitro como en ratas,>°
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lo que hace a este compuesto un atractivo candidato para posteriores estudios
sobre su probable responsabilidad en las propiedades farmacoldgicas del

aceite.

Por otra parte, el EA y el AE no emulsionados no mostraron una disminucién
significativa de las lesiones géstricas en el modelo de dafio por indometacina.
Sin embargo, la NEAE tuvo un efecto dos veces mayor que el EAy el AE en las
mismas dosis. Estas diferencias entre la NEAE y el AE no emulsionado se
pueden deber a que en la nanoemulsion, el AE tiene una mayor area de
contacto y se pude distribuir de mejor forma, favoreciendo la actividad de los
principios activos.®® También se ha demostrado que algunos terpenos
contenidos en los aceites esenciales, facilitan la penetracion de varios
farmacos. Se considera que la barrera de la capa lipidica se rompe debido a los
enlaces de hidrogeno competitivos entre los lipidos y los terpenos, lo que
conduce a una menor energia de activacion de las moléculas para difundirse®?
lo que puede ayudar a los metabolitos activos a tener una mejor absorcion.
Nuestros resultados concuerdan con estudios realizados sobre otras plantas
como Angelica sinensis, donde se descubrio que la administracion oral de una
nanoemulsion del mondmero Z-ligustilida purificada a partir del aceite esencial
de Angelica sinensis, aumenta su efecto antiinflamatorio en comparacion con la

Z-ligustilida en una preparacién sin nanoemulsion.>?

También se decidid realizar la comparacion de nuestros tratamientos con un
farmaco de referencia, el omeprazol, el cual disminuyd significativamente las
lesiones gastricas inducidas con indometacina. Cabe mencionar que no hubo
una diferencia significativa con ninguna de las dosis de NEAE evaluadas, por lo
gue esta preparacion fue tan efectiva como el omeprazol para generar
gastroprotecccion. Estos resultados son relevantes porque se sabe que los
IBPs disminuyen la produccion de HCI y son los de primera eleccién en
enfermedades relacionadas con dafio gastrico. Sin embargo, el periodo de uso
prolongado conlleva un mayor riesgo de infecciones entéricas por Clostridium
difficile, Salmonella y Campylobacter® ademéas de empeorar notablemente el
dafio intestinal ligero causado por los AINEs.*® Por lo tanto, la emulsiéon del

aceite esencial de L. porteri podria servir como una nueva opcion terapéutica
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contra la gastropatia relacionada con los AINEs ya que hasta el momento no se
han reportado efectos adversos al ser administrados por via oral.

El H.S tiene una importante participacion en la defensa de la mucosa
gastrointestinal mediante sus efectos citoprotectores y antioxidantes. Al generar
el dafio con la administracion de indometacina, se observo un incremento en
los niveles de H2S, en estudios anteriores se ha observado que la induccién de
ulceracion géstrica se asocia con un aumento de la expresion de las enzimas
CSE y CBS lo que lleva a un aumento en los niveles de H2S,>* ya que esta es
una respuesta defensiva, dirigida a mitigar las lesiones tisulares y acelerar la
reparacion. De igual manera, la exposicién a estrés por inmersion incrementa la
actividad de la ruta enziméatica CSE/CBS que resulta en una produccion
elevada de H>S in vitro en la mucosa gastrica. Con los tratamientos de NEAE a
dosis de 10 mg/kg y de 30 mg/kg se observd una disminucion significativa de
los niveles de H2S, sugiriendo que éste preparado puede regular la liberacion
de este gasotransmisor como la DLG, que actia como responsable de la
regulacion de la liberacion de H>S como mecanismo de accion en su actividad

gastroprotectora.>

El NO modula la secrecion de moco, el flujo sanguineo e inhibe la adherencia
de leucocitos la endotelio.?® Se ha observado que los AINEs inhiben la
actividad de la iNOS,*® la cual sintetiza NO cuando el organismo se encuentra
en amenaza, por lo que se esperaba ver una disminucion en los niveles de NO
en el grupo tratado con indometacina, y asi fue, aunque esta diferencia con el
grupo basal no fue estadisticamente significativa. Con respecto a los resultados
obtenidos en los diversos tratamientos, en este estudio, no se logré observar
una diferencia significativa con respecto al grupo de dafo. Por lo tanto, es

evidente que el AE de L. porteri no tiene un efecto en la modulacion del NO.

Como se ha mencionado anteriormente, existen gasotransmisores que
participan en la regulacion de la defensa mucosal. Los resultados obtenidos
respecto a los gasotransmisores gastricos (NO y H2S), nos sugieren que la
modulacion del H>S podria ser el mecanismo por el cual se genera el efecto
gastroprotector del AE de L. porteri, ademas existen otros mecanismos por los

cuales se genera la gastroproteccion. Como el efecto antiinflamatorio y
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antioxidante, ya que en el dafio por AINES, el estrés oxidativo y la activacion de
la via inflamatoria son mecanismos que participan de manera importante. Al
respecto se ha demostrado que la Z-3-butilidenftdlida tiene efectos
antiinflamatorios y antioxidantes mediante la induccion de factores de
transcripcion como el Nrf2 que media la activacion transcripcional de muchos
genes antioxidantes.%” Este estudio es el primero en explorar los probables
mecanismos de gastroproteccion del AE, sin embargo, se necesitan estudios
mas especializados para caracterizar los probables mecanismos de accién

involucrados en efectos antiinflamatorio y antioxidante del AE de L. porteri.
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10. Conclusiones.

En este trabajo se demostr6 que la administraciéon del AE de la raiz de L.
porteri en la preparacion de nanoemulsion y a las dosis de 3, 10 y 30 mg/kg
tiene un efecto gastroprotector en ratas en el modelo de dafio gastrico inducido
con indometacina, en tanto que otras formulaciones de L. porteri, como el AE
sin emulsionar y el EA no presentaron efecto. Ademas, se evidenci6 que en el
efecto gastroprotector de la NEAE de la raiz de L. porteri esta involucrada la

modulacion del gasotransmisor H2S, pero no en la modulacion del NO.

Estos hallazgos muestran evidencia de que la NEAE de L. porteri tiene efecto
gastroprotector y podria ser utilizada para el desarrollo de farmacos para el

tratamiento de la gastropatia inducida con el AINE.
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11. Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos del presente trabajo, proponemos las

siguientes perspectivas:

Evaluar el perfil antiinflamatorio en el efecto gastroprotector de la NEAE de L.

porteri en el modelo de dafio gastrico por indometacina.

Evaluar la participacion de PGE. y PGIl. en el efecto gastroprotector de la
NEAE de L. porteri en el modelo de dafio gastrico por indometacina.

Evaluar el efecto enteroprotector de la NEAE de L. porteri en el modelo de

dafio intestinal por AINESs.
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