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RESUMEN

En el municipio de Suchiapa, perteneciente al Estado de Chiapas, México, las hojas de
Tithonia diversifolia (arnica) son utilizadas principalmente para el tratamiento de las
Ulceras géstricas, sin embargo, no se disponia de evidencia cientifica que corroborara dicha
aplicacion terapéutica. Por lo que considerando lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue determinar el efecto gastroprotector de T. diversifolia a través de un estudio biodirigido
utilizando el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar. Los
resultados obtenidos indican que los extractos de hexano, diclorometano y metanol
presentan una gastroproteccion similar a la dosis de 100 mg/kg. Sin embargo, a la dosis de
30 mg/kg los extractos de hexano y metanol fueron inactivos, el extracto de diclorometano
mostro actividad gastroprotectora tanto a la dosis de 30 mg/kg como a la de 10 mg/kg,
dicho efecto no fue dependiente de la dosis.

El fraccionamiento del extracto de diclorometano permitié aislar e identificar a la tagitinina
C como uno de los principales compuestos con actividad gastroprotectora. La evaluacion de
la actividad gastroprotectora de tagitinina C a las dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/kg mostrd un
37.7, 70.1, 100 y 100 % de gastroproteccion, respectivamente. Adicionalmente se explord
el posible mecanismo de accion de esta lactona y los resultados sugieren que en su
mecanismo de accion gastroprotector no estan implicadas las prostaglandinas, el 6xido
nitrico o los grupos sulfhidrilo, ya que su efecto no se inhibié con el pretratamiento de
indometacina, L-NAME ¢ N-etilmaleimida, respectivamente.
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I INTRODUCCION

En México las Ulceras gastricas son uno de los principales problemas de salud y a nivel

mundial su incidencia se ha incrementado en los Ultimos afos.

Las Ulceras gastricas son lesiones de la mucosa gastrica y de manera general se acepta que
son causadas por el desequilibrio entre los factores nocivos (&cido, pepsina e infeccion por
Helicobacter pilory, etc) y los factores de proteccion de la mucosa gastrica (secrecién de
moco, bicarbonato, 6xido nitrico, prostaglandinas, microcirculacion, etc). En la actualidad
su tratamiento farmacoldgico esta conformado por medicamentos antiacidos, antisecretores
y/o citoprotectores, sin embargo, no se cuenta con medicamentos que cubran las
expectativas de farmaco ideal, esto es, que alivie el dolor, cure la Ulcera y retrase el periodo

de recurrencia del padecimiento con minimos efectos adversos.

Es por ello que cierto porcentaje de la poblacion sigue recurriendo a la medicina
tradicional, ya sea en forma complementaria 0 como alternativa para resolver sus
problemas de salud. En nuestro pais se tiene un registro de 56 plantas medicinales
utilizadas para el tratamiento de Ulceras gastricas, entre las que se encuentra Tithonia
diversifolia, que de manera popular se le conoce como &rnica en el municipio de Suchiapa
en el estado de Chiapas, sin embargo, a pesar de su uso tradicional no existen estudios que
sustentaran dicha utilidad.

Considerando lo anterior, el presente proyecto estuvo encaminado a efectuar un estudio
biodirigido de la actividad gastroprotectora de T. diversifolia utilizando el modelo de
lesiones gastricas inducidas por etanol en rata Wistar. Dicho estudio permitié la
identificacion de la lactona sesquiterpenica tagitinina C, como uno de los constituyentes
responsables de la actividad gastroprotectora. Adicionalmente se aporta informacién sobre

su posible mecanismo de accion.
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I MARCO TEORICO
2.1 ULCERA PEPTICA

La Ulcera péptica es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida de sustancia mucosa
que puede extenderse a la submucosa e incluso a la capa muscular, afectando a zonas del
aparato digestivo gque estan en contacto con el acido clorhidrico (Alsasua, 2003). La Ulcera
péptica incluye tanto a la Ulcera gastrica como a la Ulcera duodenal (Malfertheiner et al.,
2009).

2.2 CLASIFICACION

En base a su localizacion la Glcera péptica se clasifica en tres tipos. En las Ulceras Tipo 1,
el lugar frecuentemente ulcerado es la curvatura menor del estbmago, cerca de la incisura
angularis, las ulceras de Tipo 2, son las Ulceras concomitantemente gastricas y duodenales
y las de Tipo 3 son las pre-piloricas, las cuales estan altamente asociadas a la ingesta de
anti-inflamatorios no esteroideos (Reymunde, 2007).

Las Ulceras géastricas también se clasifican en aguda o cronica de acuerdo a la cantidad de
tejido conjuntivo dafiado, la Ulcera gastrica aguda difiere de una crénica debido a que el
grado de erosién en la Ulcera aguda, afecta solo a la mucosa y submucosa sin llegar hasta la
muscaris mucosae, mientras que la Ulcera crénica pasa por ciclos de ulceracion y

cicatrizacion acompafiados de mejorias clinicas (Carretero, 2001; Ferrer et al., 2006).

2.3SINTOMAS

El sintoma predominante de la Ulcera péptica sin complicaciones es un dolor epigastrico,
que puede ser acompafiado por otros sintomas dispépticos como distension abdominal,
saciedad temprana y nausea (Malfertheiner et al., 2009).
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En la Glcera gastrica el dolor es sordo, difuso a nivel epigastrico o hipocondrio derecho. En
la mayoria de los pacientes el dolor mejora con la ingestiébn de alimentos, pero se
incrementa de una a tres horas después, en el 50 % de los casos. Hay otros sintomas como
son nausea, vomito, obstruccion parcial o total del piloro, disminucidén de peso, pirosis y
sintomas dispépticos vagos. También puede presentarse un cuadro de abdomen agudo, por

perforacion o hemorragia.

La Ulcera duodenal clasica suele manifestarse por una sensacion de “quemadura o ardor”
en el epigastrio que se presenta unas horas después de comer, en ocasiones suele despertar
al paciente por las noches, el 80 % de los pacientes presenta este tipo de dolor vago con
irradiacion a la espalda y al resto del abdomen. También se acompafia de una sensacion de
hambre (Bourlon, 1997).

2.4ETIOLOGIA

Aungue en la actualidad no se conoce exactamente la etiologia de la Ulcera péptica, se
acepta que su aparicion proviene del desequilibrio entre los agentes irritativos locales y los
mecanismos de proteccién de la mucosa gastrica (Alsasua, 2003; Falcao et al., 2008). Entre
los primeros destaca la propia secrecién &cida, la secrecién de enzimas proteoliticas
(pepsina), la infeccion por Helicobacter pylori, y a ello se afiade la existencia de productos
quimicos exdgenos (el consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES), la nicotina, el
etanol, etc), asi como también el estrés, entre otros factores (Sanchez-Mendoza et al.,
2010). Entre los mecanismos protectores destaca la permanente secrecion de moco Yy
bicarbonato, junto a estos factores, la integridad de la mucosa queda asegurada por
mecanismos de reparacion del epitelio y por la vascularizacion, que proporciona los
elementos metabolicos necesarios para asegurar una capacidad de resistencia frente a la
agresién. Por ultimo, es importante mencionar a mediadores como el 6xido nitrico, las
prostaglandinas PGE, y PGI, (Falcao et al., 2008), los grupos sulfhidrilo y las neuronas
sensibles a capsaicina.
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2.4.1 Factores nocivos para la mucosa gastrica
2.4.1.1 Hipersecrecion de acido

La secrecion de acido juega un papel muy importante en la patogenia de la Ulcera gastrica,
esta se incrementa cuando hay un aumento en el nimero de células parietales, por la
alteracion de los mecanismos estimuladores o inhibidores, hipersecrecion de pepsina-
pepsindgeno e hipersecrecion acida secundaria a la hipersecrecion de pepsina (Bourlon,
1997).

2.4.1.2 Infeccion por Helicobacter pylori

El H. pylori es considerado el agente etiolégico méas importante en el desarrollo de la
gastritis crénica tipo B y las Ulceras pépticas, ademas de estar ligado al carcinoma gastrico.
Una vez adquirida la infeccion, estd permanece de por vida a menos que sea tratado con
antimicrobianos (Castillo-Juarez et al., 2009). H. pylori es capaz de sobrevivir en el acido
gastrico debido a la produccion de NHs, el cual neutraliza los iones de hidrégeno, sin
embargo, también causa dafios funcionales y morfoldgicos en el epitelio gastrico (Ito et al.,
1998).

2.4.1.3 Consumo de farmacos antiinflamatorios no esteroideos

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos se utilizan frecuentemente en el tratamiento
del dolor, inflamacion, reumatismo y osteoartritis. Sin embargo, el mayor problema de su
uso es el desarrollo de Ulceras. Se estima que uno de cada tres pacientes que toman AINES
durante un periodo prolongado, desarrollan Glceras gastricas y duodenales. Lo cudl es
debido a que inhiben de manera no selectiva a las enzimas encargadas de sintetizar las

prostaglandinas (COX-1 y COX-2). Siendo la COX-1 la encargada de sintetizar las
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prostaglandinas que estan involucradas en el mantenimiento de la integridad de mucosa
gastrica (Ma et al., 1999; Rodriguez, 2006). Ademas, los AINEs promueven la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), que inducen la apoptosis
de la mucosa gastrica, ya que dafian a los lipidos celulares, a las proteinas y al ADN a
través del estrés oxidativo, también alteran la aconitasa mitocondrial, lo que conduce a la
liberacién del hierro, este hierro libre reacciona con el H,O, produciendo radicales libres, lo
que amplifica el estrés oxidativo (Pal et al., 2010). Adicionalmente, los AINEs inducen la
sintesis del factor alfa de necrosis tumoral (TNF.,), que junto con los leucotrienos
estimulan la adhesion de neutrdfilos, esto es muy importante en el dafio a la mucosa
gastrica, ya que la adhesion de neutréfilos afecta la mucosa gastrica liberando ROS,
proteasas y obstruyendo los capilares sanguineos (Pal et al., 2010).

2.4.1.4 Fumar tabaco

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado que el consumo de tabaco y las
Ulceras gastricas estan estrechamente asociados (Deniz et al., 2009; Wong et al., 2002). El
fumar tabaco aumenta la produccion de acido e incrementa el flujo duodenogastrico,
disminuye la produccién de prostaglandinas y bicarbonato, afecta la actividad de la sintasa
del 6xido nitrico, disminuye la proliferacion de células epiteliales y la formacion de vasos
sanguineos (Ma et al., 1999; Rodriguez, 2006). La nicotina es el principal componente del
humo del tabaco, es un alcaloide hidrosoluble que se absorbe rapidamente por el tracto
respiratorio, gastrointestinal, piel y mucosas. Que altera la motilidad gastrica (Kohagen et
al., 1996) vy el flujo sanguineo, provocando el desarrollo de Ulceras gastricas (Wong et al.,
2002).

2.4.1.5 Consumo de alcohol

El consumo de alcohol esta asociado a una gran variedad de condiciones patoldgicas, entre
estas, las enfermedades gastrointestinales (Glavin and Rockman, 1985). Estudios previos
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han demostrado que el etanol produce dafio a la mucosa gastrica a través de la formacién de
radicales libres y afectando los factores de defensa, tales como el moco y la circulacion
gastrica (Ineu et al., 2008). Adicionalmente, el etanol puede producir contraccion del
musculo circular, lo cual puede llevar a la compresion de la mucosa y en consecuencia a la
necrosis y la ulceracion (Fulop et al., 2005). El alcohol tiene la capacidad de modificar las
caracteristicas del moco gastrico, ya que inhibe la produccién de prostaglandinas, interfiere
con la produccién de células epiteliales y aumenta la secrecién de acido (Lanza, 1984;
Shorrock et al., 1990).

2.4.1.6 Estrés

El estrés emocional y psicoldgico son factores frecuentemente identificados en la
patogénesis de la Ulcera péptica, sin embargo, la evidencia confiable de que el estrés por si
mismo sea la causa de la Ulcera péptica, es escasa (Malfertheiner et al., 2009).

2.5 MECANISMOS DE DEFENSA DE LA MUCOSA GASTRICA

Los factores de proteccion de la mucosa gastrica, se clasifican en tres factores, que son:
factores funcionales, factores humorales y factores neuronales (Moraes et al., 2009).

2.5.1 Factores funcionales
2.5.1.1 Barrera de moco-bicarbonato

La barrera moco-bicarbonato constituye la primera linea de defensa de la mucosa. Esta
barrera esta formada por gel de moco, bicarbonato y fosfolipidos surfactantes, que cubren
la superficie de la mucosa. Esta capa retiene el bicarbonato (HCOj3), secretado por las
celulas para mantener un microambiente neutro (pH 7.0) y evita la accidn proteolitica de la
pepsina (Laine et al., 2008).
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La barrera de moco-bicarbonato es solo la barrera pre-epitelial entre el lumen y el epitelio,
cuando esta se dafia por enfermedad la proxima serie de proteccion entra en juego, en ella
se incluye la neutralizacion intracelular del &cido, el mantenimiento y la reparacién rapida

del epitelio y la distribucién del flujo sanguineo de la mucosa (Laine et al., 2008).

2.5.1.2 Microcirculacién

La microcirculacion de la mucosa es esencial para la entrega de nutrientes y la remocion de
sustancias toxicas. La mayoria de las arterias gastricas se ramifica en capilares y las células
endoteliales que recubren los microvasos generan poderosos vasodilatadores como el 6xido
nitrico (NO) y prostaciclina (PGl;), que protegen a la mucosas de las lesiones y se oponen a
la accion perjudicial de los vasoconstrictores de la mucosa como leucotrieno C4 y
tromboxano A2 (Laine et al., 2008).

2.5.1.3 Motilidad

La relacion que existe entre la motilidad, el vaciamiento gastrico y la formacion de Glceras
ha sido ampliamente estudiada. Por una parte, se menciona que la contraccién del musculo
circular produce compresion de la mucosa lo que genera necrosis y ulceracion, y por otro
lado la contraccion favorece el vaciamiento gastrico disminuyendo el tiempo de exposicion
al agente ulcerogénico. El caso contrario se presenta con la relajacion del masculo liso, que
por un lado protege a la mucosa gastrica debido al aplanamiento de los pliegues del
estomago evitando la compresion de la mucosa, pero a su vez se incrementa el tiempo de

exposicion a los agentes necrosantes (Fulop et al., 2005).

2.5.2 Factores humorales
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2.5.2.1 Prostaglandinas

Las prostaglandinas (PG) son sintetizadas a partir del acido araquidénico (un fosfolipido de
membrana) y estan implicadas en una amplia variedad de funciones gastrointestinales
(Takeuchi et al., 1997). Ademas casi todos los mecanismos de defensa son estimulados o
facilitados por ellas (Laine et al.,, 2008), estos incluyen: la secrecién glandular,
citoproteccion, motilidad y la angiogénesis. Debido a que las PG no se pueden almacenar,
el estbmago las produce de manera continua siendo la PGE2 la principal prostaglandina
formada por el estbmago humano (Sekiguchi et al., 2007; Heeba et al., 2009; McCready et.
al., 1984; Laine et al., 2008). De igual manera las prostaglandinas de la serie E y sus
analogos sintéticos pueden inhibir la secrecion de 4&cido, estimular la secrecion de
bicarbonato y mucosa, alterar el flujo sanguineo y la motilidad, esta actividad citoprotectora
ha sido demostrada en animales y humanos al proteger a la mucosa de una gran variedad de
sustancias ulcerogénicas (McCready et al., 1984).

2.5.2.2 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), esta implicado en la secrecion de acido gastrico y en la modulacién
de la integridad de la mucosa gastrica, a través de la modulacion de la circulacion junto con
las prostaglandinas enddgenas (Laine et al., 2008).

La distencion del estdbmago estimula la secrecion de acido, proceso que es modificado por
el NO enddgeno, que es liberado a través de la via colinérgica, provocando un efecto
negativo sobre la secrecion acida. De igual manera el NO actia como trasmisor de algunas
vias no adrenérgicas no colinérgicas modulando la secrecion de &cido a través del sistema
guanilato ciclasa (GMPc). Asi mismo el NO tiene un efecto opuesto en la secrecién de
pepsindgeno, debido a la activacion de la via del GMPc estimulado por el NO enddgeno
(Ito et al., 2008).
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2.5.3 Factores neuronales

La mucosa y submucosa gastrica estan inervados por las neuronas aferentes primarias
sensoriales que acompafian a los vasos capilares, estas terminaciones nerviosas pueden
detectar el contenido luminal y/o la presencia de acido en la mucosa a través de los canales
de deteccion de acido. La activacion de estos nervios afecta directamente el tono de las
arteriolas submucosas, que regulan el flujo sanguineo de la mucosa gastrica, la interferencia
con cualquier aspecto de la inervacion sensorial, como la abolicion de los nervios aferentes
sensoriales perjudica la respuesta hiperémica y por lo tanto disminuye la resistencia de la

mucosa gastrica (Laine et al., 2008).

Las neuronas sensibles a la capsaicina juegan un papel muy importante en la proteccién de
la mucosa gastrica, ya que se ha demostrado que la aplicacion local de capsaicina en los
nervios sensoriales gastricos da como resultado una activacion neuronal y liberacion de
neuropéptidos transmisores en las terminaciones nerviosas, tales como: la sustancia P,
calcitonina, neurocinina y el péptido relacionado al gen de la calcitonina (PRGC),
localizados dentro o cerca de los grandes vasos sanguineos submucosos (Tarnawski, 2005;
Tsukimiy Okabe, 2001). EI PRGC ejerce una accion protectora de la mucosa, a través de la
relajacion de los vasos submucosos debido a la generacién de éxido nitrico (Tarnawski,
2005), ademas de la estimulacion de la secrecion de moco y bicarbonato, que contribuyen a
mantener la integridad de la mucosa gastrica (Moraes et al., 2009).

2.5.4 Grupos sulfhidrilo

Los grupos sulfhidrilo enddgenos son necesarios para la sintesis de prostanoides y la
consecuente activacion de sus receptores, ademas son responsables de la defesa de la
mucosa gastrica ya que influyen en la permeabilidad de la membrana y en la captura de
radicales libres (Szabo et al., 1981; Shorrrock y Rees, 1988; Maity et al., 1998). En el
tracto gastrointestinal los grupos sulfhidrilo desempefian multiples funciones durante el
proceso de inflamacién y ulceracion (Yonezawa et al.,, 2007; Wallace, 2007), su
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mecanismo de proteccion también implica un aumento en el flujo sanguineo de la mucosa
gastrica debido a la vasorelajacion mediada por los canales K*atp (Yonezawa et al., 2007),
e inhibicion de la expresion del factor de necrosis tumoral. Ademas inhibe la lesiones
gastricas inducida por AINEs (Laine et al., 2008; Wallace, 2007).

Estudios previos realizados con donadores de H,S como NaHS han demostrado que
permiten la regeneracion del tejido dafiado, ademas que evitan el dafio inducido por etanol
de manera dosis dependiente y protegen al estbmago del estrés oxidativo (Yonezawa et al.,
2007; Chavez-Pina et al., 2010).

2.6 FARMACOS EMPLEADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA ULCERA
GASTRICA

El enfoque moderno para el tratamiento de la Glcera gastrica consiste en inhibir la secrecion
acida del estbmago y promover la gastroproteccion (Jauni and Shyamala, 2006). Con base
en su accion terapéutica los farmacos utilizados en el tratamiento de la Glcera géstrica se

clasifican en: antidcidos, antisecretores o citoprotectores (Hoogerwerf et al., 2001).

2.6.1 Antiacidos

Los antiacidos son un grupo de compuestos Utiles como tratamiento inicial para controlar el
dolor y ardor estomacal. Su efecto es a través neutralizar el acido que se encuentra en el
estomago sin interferir en los procesos de secrecion (Bourlon, 1997) y se pueden clasificar
como absorbibles y no absorbibles.

Los antidcidos absorbibles utilizados con mayor frecuencia son el NaHCO; y el CaCOs, sin
embargo, pueden producir hipernatremia, pérdida de CO,, alcalinizacion de la orina y
predispone a litiasis renal fosfatica, la duracion de su efecto es corta y se asocia a molestias
difusas por la existencia de gases en el tubo digestivo tales como distensién abdominal y
eructos con reflujo de acido (Hoogerwerf et al., 2001; Flérez y Espulgues, 1999).
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Los antiacidos no absorbibles son sales inorganicas que ademas de neutralizar parcialmente
el acido clorhidrico estomacal, inhiben la protedlisis originada por la pepsina. Este tipo de
farmacos lo constituyen principalmente sales de aluminio y magnesio, (Hoogerwerf et al.,
2001), los principales problemas se relacionan con su tiempo de accién corto y sus efectos
adversos como son constipacion, diarrea, sindrome de lacto alcalosis, hipercalcemia,
nefrolitiasis y bloqueo intestinal para la absorcion de fosforo (Flérez y Espulgues, 1992)

2.6.2 Supresores de la secrecidn gastrica

Los mecanismos fisiologicos que regulan la secrecién acida son la base terapéutica de los
trastornos &cido-pépticos, en la figura 1 se muestran dichos mecanismos de regulacion
fisiologica y farmacoldgica de la secrecién acida (Brunton y Parker, 2009).

Antagonistas

GASTRI NA muscarinicos
\@ Célula Parietal K K
—r
A Via dependiente Cr Cr

Antagonistas CKy de Ca”*
H2 \ &
HY/K* Inhibidores de la

» | ATPasa bomba de protones

- > H" X Anti-4cidos
AINE
PGE1/

X x
. — PGI, \ ;Mwoprostol
tasig?mls;zz Célula Parietal superficial + ety MOCO
\ + /
X -+ \ + e HCO;

i

Figura 1: Regulacion fisiologica y farmacologica de la secrecion gastrica. Las vias
fisiologicas se muestran con lineas negras sélidas, las cuales pueden inhibirse o estimularse,
las lineas mas claras representan la accion de los farmacos (Brunton y Parker, 2009).
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2.6.2.1 Antagonistas de los receptores de histamina tipo H,

Estos fueron los primeros medicamentos eficaces para el tratamiento de la enfermedad
acido-péptica. Los antagonistas de los receptores H, inhiben la secrecion de &cido
compitiendo de manera reversible con la histamina por su unién a los receptores H; en la

membrana basolateral de las células parietales (Brunton y Parker, 2009).

En el mercado existen cuatro antagonistas de los receptores H,: cimetidina, ranitidina,
famotidina y nizatidina. La cimetidina es uno de los mas potentes antagonistas de los
receptores tipo Ha, que inhibe la secrecion de acido y se utiliza en todo el mundo para tratar
las Ulceras géstricas (Brunton y Parker, 2009). Ademas se ha reportado que reduce la
generacion de anion superoxido, demostrando que la cimetidina tiene propiedades
antioxidantes (Ineu et al., 2008).

2.6.2.2 Antagonistas de los receptores muscarinicos

Este grupo de farmacos inhibe la secrecidn gastrica estimulada por acetilcolina, y dentro de
sus efectos secundarios se encuentran la resequedad en la boca, vision borrosa,

estrefiimiento y midriasis (Bays y Finch, 1990).

2.6.2.3 Antagonistas de la gastrina

Una gran variedad de sustancias, como los derivados del acido glutaramico, analogos del
triptéfano y las benzodiazepinas, funcionan como antagonistas de la gastrina. Todos estos
compuestos inhiben la interaccion de la gastrina con su receptor en mayor o menor grado,
sin embargo, no tienen aplicacion clinica, solo representan una posibilidad tedrica sin que

se haya demostrado su utilidad (Flérez y Espulgues, 1999).
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2.6.2.4 Inhibidores de la bomba de protones

Los inhibidores de la bomba de protones son profarmacos que requieren activarse en un
ambiente acido. Luego de la absorcion, el profarmaco se difunde a las células parietales del
estobmago y se acumula en los canaliculos secretores de acido donde es activado para la
formacién de una sulfenamida tetraciclica, atrapando al farmaco de tal manera que no
puede retrodifundirse a través de la membrana canicular. A continuacion, la forma activada
se une de manera covalente con los grupos sulfhidrilo de cisteinas en la H*, K*-ATPasa,
inactivando de manera irreversible a la bomba. La secrecion de &cido solo se reanuda al
sintetizarse e insertarse nuevas moléculas en la membrana luminal (Brunton y Parker,

2009). Ejemplo de este tipo de farmacos son la serie de omeprazoles.

2.6.3 Farmacos citoprotectores
2.6.3.1 Sucralfato

Los polisacaridos sulfatados como el sucralfato (un octasulfato de sacarosa con adicién de
Al(OH)3), actia formando un polimero viscoso, que se adhiere a las células epiteliales y a
los créateres de las Ulceras hasta por 6 horas, (Brunton y Parker, 2009) ademas de inhibir la
hidrolisis de las proteinas de la mucosa, otros efectos citoprotectores incluyen la
estimulacion de la produccién local de prostaglandinas y del factor de crecimiento
epidérmico (Bourlon, 1997; Brunton y Parker, 2009).

2.6.3.2 Carbenoxolona

La carbenoxolona sddica es un derivado sintético del acido glicirricico obtenido de la raiz
de regaliz, que ha sido extensamente estudiada y se ha reportado su efecto anti-Glceroso en
animales y humanos, la accion de este farmaco incluye un incremento de la vida del epitelio

gastrico, inhibicion de la actividad péptica, estimulacion de la secrecion de moco y HCOg3',
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inhibicion de la difusién de acido o un incremento en la produccion de prostaglandinas
(Takeuchi et al., 1998).

2.6.3.3 Analogos de las prostaglandinas

Debido a que los AINEs disminuyen la sintesis de prostraglandinas inhibiendo a las
ciclooxigenasas, los analogos sintéticos de las prostaglandinas ofrecen un método légico
para reducir el dafio a la mucosa producido por los AINEs (Brunton y Parker, 2009).
Dentro de este grupo se encuentra el misoprostol que es un analogo sintético de las
prostaglandina E2, el cudl actia como potente antisecretor y citoprotector (Watkinson and
Akbar, 1987).

2.6.3.4 Sales de bismuto

Son tan efectivas como la cimetidina en pacientes con Ulcera gastrica, se unen a la base de
la Glcera promoviendo la produccién de prostaglandinas y mucina, ademas de poseer un
importante efecto bactericida. Estos compuestos no tienen capacidad neutralizante para el
acido sino que inhiben a la pepsina, aumentan la secreciébn de moco e interactdan con
proteinas y forman una barrera contra la difusion de &cido. Los coloides de bismuto
también producen el desprendimiento de Helicobacter pylori del epitelio gastrico, con lo
que consiguen la eliminacion de la bacteria (Brunton, 1996; Alvarado et al., 2007).

2.6.4 Meciadanol

El meciadanol es un polifenol derivado del grupo quimico de las flavonas y en estudios in-
vitro se ha demostrado que inhibe la enzima histidina descarboxilasa en las células géstricas
por lo que reduce la sintesis de histamina (Jayarg et al., 1988).
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2.6.5 Sulglicotido

El sulglicotido es un glicopéptido (cadena corta de aminoécidos con méleculas de azucar
adheridas) en forma de sal de sodio. Cubre la mucosa y su accién citoprotectora parece
estar relacionada con el aumento de la exprecion de la sintasa del 6xido nitrico e interviene
en el mecanismo de la apoptosis de las células epiteliales (Bruntom, 1996; Alvarado et al.,
2007).

2.6.6 Alginato

El alginato es un compuesto capaz de poner una barrera mecanica al reflujo esofagico del
contenido gastrico acido o no &cido. La actividad terapéutica del acido alginico y de los
alginatos, deriva de una transformacidon local de la suspension de este polimero por el jugo
géastrico el cual protege mecanicamente a la mucosa gastrica de lesiones inducidas por el
acido clorhidrico (De Vincentis et al., 1991).

2.7 METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE PLANTAS CON
ACTIVIDAD ANTIULCEROSA

2.7.1 Triterpenoides

Los triterpenos pertenecen a un grupo de productos naturales conocidos como terpenoides,
que son derivados del isopreno, la mayoria de los terpenos son metabolitos secundarios de
plantas y se clasifican en ciclicos, aciclicos y por su nimero de carbonos, de este modo los
de 30 carbonos son llamados triterpenos (Jiménez-Estrada et al., 2006).

Entre los triterpenoides aislados con actividad anti-ulcerosa se encuentra el &cido
oleandlico, el cual ha sido evaluado en modelos de induccion de lesiones por indometacina

y aspirina, por lo que es probable que promueva la sintesis de prostaglandinas. Otros
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ejemplos de triterpenos con actividad gastroprotectora son el p-sitoesterol, B-lupeol, el

tarexerol y el acido ursélico (Borrelli e 1zzo, 2000).

2.7.2 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de tipo fenilpropano que se encuentran
generalmente como O-glicésidos en sus fuentes naturales. Poseen una unidad basica de
esqueleto de 15 carbonos, la mayoria de los flavonoides se representan como moléculas de
tipo C¢-C3-Cs, con dos anillos aromaticos y un heterociclo con oxigeno (Céspedes y
Salazar, 2006).

La accion gastroprotectora de los flavonoides naturales posiblemente es mediada por la
estimulacion del moco y bicarbonato o por inhibicién directa de la bomba de protones en
las células parietales, uno de los flavonoides aislados de las babanas es la leucocianidina,
la cual muestra un efecto gastroprotector (Lewis and Shaw, 2001).

Otros de los flavonoides anti-ulcerosos que han sido estudiados son: quercetina, naringina,
similarina, antociandsidos y derivados de la sofradina y epi-catequina (Borrelli e 1zzo,
2000).

2.7.3 Gomasy mucilagos

Las gomas y los mucilagos son polisacaridos heterogéneos y en general llevan acidos
urdnicos. Dentro de las propiedades que poseen estos compuestos estan la de absorber agua
formando sustancias viscosas 0 geles, debido a esta caracteristica son capaces de cubrir y
proteger la mucosa gastrica, algunos ejemplos de plantas que contienen mucilagos son
Althaea officinalis, Cetraria islandica, Malva silvestres, Matricaria chamonilla y distintas
especies de aloe (Borrelli e 1zzo, 2000).
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2.7.4 Saponinas

Las saponinas son glucosidos de esteroides o triterpenoides, comunes en un gran namero de
especies de plantas, esta clase de metabolitos secundarios muestra una notable actividad
biolégica, tienen  propiedades  inmunoestimulantes,  hipocolesterolémicos vy
anticancerigenos, ademas son empleados como antiflngicos y antivirales (Cammareri et al.,
2008). Algunas saponinas con actividad gastroprotectora han sido aisladas de Calendula
officinalis, Calliandra portoticencis, Glycyrrhiza glabra, Panas japonicum y Kochia
scoparia, la actividad de estas no esta relacionada con la inhibicion de la secrecion géstrica,
y probablemente se deba a la activacion de factores de defensa (Borrelli e 1zzo, 2000).

2.7.5 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos no nitrogenados, solubles en agua e insolubles en
alcohol o solventes orgéanicos. Su clasificacion se basa en su ruta de biosintesis y sus
propiedades quimicas, de este modo se tienen: taninos condensados y taninos hidrolizables.
Su actividad farmacoldgica como anti-ulcerogénicos se debe a su capacidad astringente,
los taninos modifican la capa exterior de la mucosa, la hacen menos permeable y mas
resistente al dafio por agentes quimicos o mecénicos. Sin embargo, solamente aplicando
dosis bajas se obtienen estos efectos, las dosis elevadas de taninos sobre la mucosa géstrica
provoca la coagulacion de las proteinas en las capas mas profundas, lo que da como
resultado inflamacién, diarrea y vdmito (Borrelli e 1zzo, 2000).

2.7.6 Alcaloides

Los alcaloides verdaderos son compuestos sintetizados de un aminoécido, por lo tanto son
compuestos nitrogenados. Poseen actividad farmacoldgica como psicoactivos, por lo que su
principal uso es para el tratamiento de enfermedades mentales y como analgésicos. Sin

embargo algunos alcaloides como la escopolamina, anisodina y anisodinina son efectivos
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agentes antiulcerogénicos, dichos compuestos inhiben de la secrecién de acido gastrico y la
actividad de la pepsina (Zhang et al., 1990). Otros alcaloides con actividad antiulcerosa son
la matrina y oximatrina, los cuales fueron aislados de Sophora soprostrata, estos inhiben la
secrecion gastrica y la formacion de Ulceras en ratas (Yamasaki, 1983).

2.7.7 Aceites

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias (terpenoides volatiles, aldehidos,
fenoles, 6xidos, cetonas y alcoholes) que le dan el aroma caracteristico a algunas flores,
arboles, frutos, hierbas, especias y semillas. El aceite de Hyptis mutabilis Briq posee un
efecto gastroprotector en lesiones inducidas por indometacina en ratas (Barbosa and
Ramos, 1992) y la emulsion del aceite de las semillas de Brucea javanica inhibe las
lesiones gastricas inducias por ligacién pildrica, aspirina, estrés y la Ulcera crénica inducida

por acido acético en ratas (Xue et al., 1996).

2.8 PLANTAS EMPLEADAS EN EL TRATAMIENTO DE LA ULCERA
GASTRICA EN MEXICO

En afios recientes ha aumentado el interés por las terapias alternativas y el uso de productos
naturales, especialmente de las plantas para el tratamiento de la Ulcera gastrica. Muchas
sustancias presentes en las plantas tienen efecto gastroprotector, por lo que las plantas
resultan una fuente potencial en la busqueda de nuevos farmacos (Vasconcelos et al.,
2010). En la medicina tradicional mexicana se tiene registro de 56 plantas medicinales
utilizadas para el tratamiento de la Glcera géstrica, dentro de las cuales las mas estudiadas
son: Hippocratea excelsa, Amphiterygium adstringens, Croton reflexifolius y Eupatorium

ascherbornianum.
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2.8.1 Hippocratea excelsa

H. excelsa de la familia de Celastraceae es una especie con propiedades médicas e
insecticidas. Es conocida en Yucatan con los nombres Mayas de: “chumloop”, “salbe ets”,
“sak boob” y “xooknom”. La raiz es conocida comunmente como ‘“cancerina” y “mata
piojo” en la parte central y sur de México. También es usada como agente antiinflamatorio
y cicatrizante, contra la disenteria, gastritis y Ulceras gastricas (Caceres-Castillo et al.,
2008). En un estudio previo se reporta que los extractos metandlico y acuoso de esta planta
reduce significativamente el indice de Ulcera en lesiones inducidas por varias sustancias

ulcerogénicas (Navarrete et al., 2002).

2.8.2 Amphiterygium adstringens

A. adstringens es una planta que pertenece a la familia Julianiaceae. Es un género
Americano que se encuentra desde México hasta Per(, es conocida con el nombre de
cuachalalate, quechalalatl o cuachalala. En la medicina tradicional se le han atribuido varias
propiedades curativas, como cicatrizacion, como antibiético, para disolver calculos biliares
y renales, eliminar colitis y fiebre, agente hipocolesterolémico, antimalaria,

antiinflamatorio, para cancer digestivo y Ulceras gastricas (Olivera et al., 1999).

A partir de la corteza de A. adstringens se han aislado e identificado varios triterpenos, con
actividad gastroprotectora como el acido 3a-hidroximasticadienoico, el 3-epi-oleanoico y

el B-sitoesterol (Castillo-Juérez et al., 2007).

2.8.3 Croton reflexifolius

El género Croton pertenece a la familia Euphorbiaceae, son arboles o arbustos y en la
region de la Huasteca Hidalguense son conocidos con el nombre de “huilocuahuitl”. Las
hojas de C. reflexifolius son utilizadas para el tratamiento de la tos, diabetes y Ulcera
gastrica. Del extracto hexanico de C. refexifolius se ha aislado el acido polialtico, un
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diterpenoide con actividad gastroprotectora en cuyo mecanismo de accién estan implicados
el 6xido nitrico y los grupos sulfhidrilos (Reyes et al., 2008).

2.8.4 Eupatorium ascherbornianum

Otra planta utilizada en el tratameinto de la Glcera géstrica es E. ascherbonianum, conocida
como Axihuitl y es empleada en la medicina tradicional del estado de Morelos (Reyes et
al., 2003). Se ha demostrado la actividad antimicrobiana y antifungica para esta planta
(Rios et al., 1982), asi mismo se han aislado compuestos como el sitoesterol-3-0-p-
glucosido, p-sitiesterol y epicatequina, los cules muestran la mayor actividad

gastroprotectora (Navarrete et al., 2002).

2.8.5 Tithonia diversifolia

Tithonia diversifolia pertenece a la familia Asteraceae, y es conocida con el nombre de
girasol mexicano, se cultiva como flor ornamental y se utiliza en la medicina tradicional
para el tratamiento de la diabetes y dolores de estdbmago, garganta e higado. Se ha
demostrado que T. diversifolia posee compuestos bioactivos con efectos anti-inflamatorios,
antidiarreicos, antiamibianos y antiespamddicos (Owoyele et al. 2004). Adicionalmente en

la medicina tradicional mexicana se utiliza para el tratamiento de Ulceras gastricas.
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111 PROBLEMA DE INVESTIGACION

En México las ulceras gastricas son la cuarta causa de morbilidad y el nimero de pacientes
se ha incrementado en los ultimos afios (SSA, 2005), debido a que existen multiples
factores que condicionan su desarrollo, entre ellos esta el consumo de AINEs, alcohol,
tabaco y el estrés. La Ulcera gastrica es causada por un desequilibrio entre factores
agresivos, y los factores de defensa de la mucosa gastrica, ya que a pesar de los avances
que se han logrado en su tratamiento, no se cuenta con medicamentos que cubran las
expectativas del farmaco ideal, esto es, que alivie el dolor, cure la Ulcera y retrase el
periodo de recurrencia del padecimiento con minimos efectos adversos (Hoogerwerf y
Pasricha, 2001). En afios recientes se ha incrementado el interés en los productos naturales
como fuente de busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de la Ulcera gastrica,
especialmente en las plantas (Vasconcelos et al., 2010). Una de ellas es Tithonia
diversifolia la cudl es utilizada en la medicina tradicional mexicana de manera empirica
para el tratamiento del dolor estomacal, indigestion, dolor en el higado y Ulceras gastricas
(Owoyele et al. 2004). En un estudio previo de T. diversifolia se demostrd que presenta
actividad contra Helicobacter pylori (Castillo-Judrez et al. 2009), el cual es un factor
relacionado con la Ulcera gastrica, a pesar del uso tradicional para el tratamiento de la
Ulcera gastrica no existe ningln estudio que avale este uso terapéutico, por lo que
considerando lo anterior, el presente trabajo fue encaminado a evaluar el efecto
gastroprotector de T. diversifolia a través del modelo de lesion géstrica inducida por

etanol en rata Wistar.
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IV HIPOTESIS

Debido al uso tradicional que se le da a Tithonia diversifolia para tratar la Glcera gastrica,
se espera que presente efecto gastroprotector en el modelo de lesiones gastricas inducidas

por etanol en ratas Wistar.
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V OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad gastroprotectora de Tithonia diversifolia a través de un estudio
biodirigido.

5.2 Objetivos especificos

1.- Aislar e identificar el o los compuestos responsables de la actividad gastroprotectora de
Tithonia diversifolia.

2.- Determinar el grado de participacion de las prostaglandinas, el 6xido nitrico y de los
grupos sulfhidrilo, del o los compuestos que resulten activos.
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VI MATERIAL Y METODO
6.1 Material vegetal

La planta Tithonia diversifolia fue recolectada en el poblado de Suchiapa, en el Estado de
Chiapas, México, durante el mes de Agosto del 2009. La planta fue identificada por
Francisco Hernandez Najarro del departamento de Flora del Herbario de Chiapas, que es
parte del jardin botanico dependiente de la Secretaria de Proteccién del Medio Ambiente,
Vivienda e Historia Natural del Estado de Chiapas. Un espécimen de la colecta original
puede ser encontrado con el namero de registro 42974.

6.2 Preparacion de los extractos de Tithonia diversifolia

Las hojas de T. diversifolia fueron secadas a temperatura ambiente (22 + 2 °C) bajo la
sombra y posteriormente molidas. 3 kg de las hojas molidas se colocaron dentro de un
recipiente de vidrio al cudl se le adicionaron 15 L hexano, dicho disolvente permanecié en
contacto con el material vegetal durante un periodo de tres dias a temperatura ambiente, al
tercer dia se filtrd y se elimino el disolvente, utilizando un rotaevaporador. Esta operacion
se repitid dos veces mas, para obtener el extracto hexanico. A continuacion el residuo
vegetal se trato de la misma forma con diclorometano (15 L) y posteriormente con metanol
(15 L), para obtener los extractos de diclorometano y de metanol (diagrama 1),
respectivamente (Reyes et al., 2008).
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Hojas secas y molidas (3 kg)

Extraccion con 15 L de hexano, 3 veces 3

Filtrar y concentrar

\ 4 \ 4

Extracto hexanico Residuo vegetal
(22 9)

Extraccion con 15 L
de diclorometano,
3 veces 3 dias

Filtrar y concentrar

;A

\ 4 \ 4

Extracto de diclorometano Residuo vegetal
(80 9)

Extraccion con 15 L
de metanol,
3 veces 3 dias

Filtrar y concentrar

A

\ 4 \ 4

Extracto metandlico Residuo vegetal
(150 g)

Diagrama 1: Preparacion de los extractos de Tithonia diversifolia.

UNAM FES-ZARAGOZA Pagina 26


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Actividad gastroprotectora de Tithonia diversifolia utilizando el modelo de lesiones
inducidas por etanol en rata Wistar

6.3 Fraccionamiento cromatografico del extracto de diclorometano

70 g del extracto de diclorometano se sometieron a una separacion por cromatografia en
columna (CC), empacada con silica gel (500 g) y empleando cambios de polaridad del
eluyente, lo cual permitié la obtencion de 5 fracciones: F1 (hexano/acetato 9:1; 1.5 L); F2
(hexano/acetato 7:3; 1.5 L); F3 (hexano/acetato 1:1; 1.5 L); F4 (acetato 100%; 1.5 L) y F5
(metanol 100%; 1.5 L). La actividad gastroprotectora de las fracciones obtenidas, fue
evaluada por medio del modelo de lesidn gastrica inducida por etanol.

Posteriormente 6.4 g de la F2 fueron sometidos a CC, utilizando como eluyentes: hexano y
mezclas de hexano:acetato de etilo. En este procedimiento se obtuvieron 24 fracciones (F1'
- F24"), las cuales fueron nuevanete evaluadas por el modelo de lesion gastrica. De la
fraccion F8 (Hexano/Acetato 7:3) se aislo e identific6 por sus caracteristicas
espectroscopicas, a la tagitinina C (figura 2), como el principal compuesto con actividad

gastroprotectora (diagrama 2).

Figura 2: Estructura de la tagitinina C (Baruah et al., 1979).
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70 g del extracto de diclorometano

Cromatografia en columna

A 4

\ 4

A 4

A 4

A 4

F1 F2 F3 F4 F5
(Hexano/Acetato (Hexano/Acetato (Hexano/Acetato (Acetato 100 %; (Metanol 100 %;
9:1:1.51L) 7:3:15L) 1:1; 1.5 L) 1.51L) 1.51L)
I I I I
A

Evaluacion bioldgica de las fracciones

A\ 4

6.4 gde F2

Cromatografia en columna

Identificacion espectroscdpica de la Tagitinina C

Diagrama 2: Fraccionamiento biodirigido de Tithonia diversifolia.

6.4 Material bioldgico

Para el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar con un peso entre 180-220 g las cuales
fueron proporcionadas por la Escuela Superior de Medicina del IPN. Los procedimientos de
manipulacion de animales se Ilevaron a cabo conforme a la Norma Oficial Mexicana sobre
Manejo de Animales (NOM-062-Z00-1999). Los animales fueron
colocados en cajas individuales con piso de malla de alambre para evitar la coprofagia y el

el Cuidado y el

contacto con el aserrin. Se privaron de alimento 24 horas antes de los experimentos, pero

tuvieron libre acceso al agua (Reyes et al., 2008).
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6.5 Farmacos

La indometacina, el éster metilico de N®-nitro-L-arginina (L-NAME, 98% de pureza), la N-
etilmaleimida (NEM, 98% de pureza) y la carbenoxolona (95% pureza) fueron adquiridos
de Sigma-Aldrich Co. Los farmacos y los extractos administrados por via intragastrica, se
suspendidos en Tween 80 al 5%. Para la administracion por via intraperitoneal o
subcuténea se disolvieron en solucion salina estéril al 0.9% y en el caso de la indometacina,
esta se suspendié en solucién salina al 0.9% y bicarbonato de sodio al 5%. Los extractos,
fracciones y farmacos fueron preparados minutos antes de realizar los experimentos y se
administraron por la via indicada para cada farmaco. La carbenoxolona se utiliz6 como
farmaco de referencia (Wan y Gottfried, 1985). Las ratas control recibieron Gnicamente el
vehiculo correspondiente en el mismo volumen (0.5 mL/100 g para administracion
intragastrica 6 0.1 mL/ 100 g por subcutanea e intraperitoneal) y por la misma via de
administracion que el compuesto o farmaco evaluado (Reyes et al., 2008).

6.6 Evaluacion del efecto gastroprotector de los extractos, fracciones de T. diversifolia
y/o tagitinina C

Para evaluar la actividad gastroprotectora, las lesiones gastricas fueron inducidas por la
administracion intragastrica de etanol absoluto. Para ello, en primer lugar se administraron
por via oral los extractos (dosis de 10, 30 y 100 mg/kg), las fracciones (30 mg/kg), la
carbenoxolona (3-100 mg/kg) o el vehiculo (conforme a el experimento correspondiente),
30 minutos después se administr6 etanol absoluto (1 mL/rata, p.o.), y 2 horas después los
animales se sacrificaron en camara de CO,, de forma inmediata se realizé la diseccion de
los estdbmagos, llendndose con formaldehido al 2% durante 5 minutos para lograr la fijacién
de la capa interna del estdbmago, terminado este periodo, se procedié a abrir los estébmagos
por la curvatura mayor (diagrama 3).

El 4rea dafiada (mm?) se determin6 por medio de un microscopio estereoscépico provisto

de una rejilla métrica, y el indice de Ulcera se calculé como el area total de las lesiones de
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cada estdmago. El porcentaje de gastroproteccion se determind por medio de la siguiente
ecuacion (Sanchez-Mendoza et al., 2010):

vIC - Ul
wic—uiry o

U Gastroproteccion = Uic

0
Donde:
UIC: indice de Ulcera del grupo control.

UIT: indice de ulcera del grupo tratado.

Ratas Wistar macho (180-220 g) con 24 horas de ayuno

Administraciéon del vehiculo

Administracién de los extractos,
(agua + Tween 80)

fracciones o carbenoxolona a
diferentes dosis (p.0)

30 minutos

A 4

1 mL de etanol absoluto; p.o.

2 horas

A 4

Sacrificar animales y diseccion de estdmagos

A\ 4

Medicion del area lesionada y calculo del indice de Ulcera

Diagrama 3: Evaluacion de la actividad gastroprotectora.
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6.7 Evaluaciéon de la participacion de oxido nitrico en el efecto gastroprotector de
tagitinina C

Para determinar la participacion del Oxido nitrico enddgeno en la gastroproteccion
producida por tagitinina C se administrd6 L-NAME (70 mg/kg, disuelto en solucion salina
0.9%) intraperitonealmente (i.p.) treinta minutos después se administré por via oral la
tagitinina C (30 mg/kg) o la carbenoxolona (100 mg/kg) al grupo correspondiente.
Transcurridos treinta minutos se administrd etanol absoluto (1 mL/rata, p.0.), y 2 horas
después los animales se sacrificaron para determinar el indice de Ulcera. Para este
experimento se incluyeron dos grupos control. El primero recibié Gnicamente los vehiculos
mas etanol y al segundo se le administr6 L-NAME y etanol como se muestra en el

diagrama 4 (Sanchez-Mendoza et al., 2010).

UNAM FES-ZARAGOZA Pagina 31


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Actividad gastroprotectora de Tithonia diversifolia utilizando el modelo de lesiones

inducidas por etanol en rata Wistar

Ratas Wistar macho (180-200 g) con 24 horas de ayuno

v

A 4

v

Administraciéon de
vehiculo

Administracion de
L-NAME
(70 mg/kg i.p.)

Administraciéon de
L-NAME

(70 mg/kg i.p.)

(s.5.0.9% i.p)

30 minutos

30 minutos

\ 4
Administracion tagitinina C (30
mg/kg) o carbenoxolona (100 mg/kg)

\ 4

Administracion de vehiculo
(Tween 80 al 5%)

30 minutos

A\ 4

1 mL de etanol absoluto; p.o.

2 horas

A\ 4

Sacrificar animales y diseccion de estébmagos

\ 4

Medicion del area lesionada y calculo del indice de Ulcera

Diagrama 4: Evaluacion de la participacion del 6xido nitrico en el efecto grastroprotector

de tagitinina C.
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6.8 Evaluacion de la participacion de las prostaglandinas en el efecto gastroprotector
de tagitinina C

Para demostrar la participacion de las prostaglandinas enddgenas en la gastroproteccion
producida por tagitinina C, se administré una dosis de 10 mg/kg de indometacina por via
subcuténea (s.c.), disuelta en una solucion de cloruro de sodio al 0.9% conteniendo 5% de
bicarbonato de sodio (Wan y Gottfried, 1985; Reyes et al., 2008), 75 minutos después se
administr6 por via oral el compuesto a evaluar o la carbenoxolona, al grupo
correspondiente, suspendidos en una solucion de Tween 80. Treinta minutos despues se
administro etanol absoluto (1 mL/rata, p.0.), 2 horas después los animales se sacrificaron y
se determind el indice de Ulcera. Para este experimento se incluyeron dos grupos control. El
primero (control de vehiculos) recibié Unicamente los vehiculos més etanol y al segundo
grupo (control de indometacina) se le administré indometacina méas etanol como se muestra

en el diagrama 5 (Sanchez-Mendoza et al., 2010).

6.9 Evaluacion de la participacion de grupos sulfhidrilo en el efecto gastroprotector de
tagitinina C

Para determinar la participacion de los grupos sulfhidrilos en la gastroproteccion producida
por tagitinina C se administr0 NEM (10 mg/kg, disuelto en solucion salina 0.9%)
intraperitonealmente (i.p.) treinta minutos después se administrd por via oral el compuesto
a evaluar o la carbenoxolona al grupo correspondiente, suspendidos en una solucion de
Tween 80. Treinta minutos después se administro etanol absoluto (1 mL/rata, p.o.), 2 horas
después los animales se sacrificaron y se determind el indice de ulcera. Para este
experimento se incluyeron dos grupos control. El primero ingirié Gnicamente los vehiculos
mas etanol y al segundo grupo se le administr0 NEM y etanol como se muestra en el

diagrama 6 (Sanchez-Mendoza et al., 2010).
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Ratas Wistar macho (180-200 g) con 24 horas de ayuno

A 4 A\ 4 A 4
Administracion de Administracion de Administracion de
vehiculo (s.s. 0.9 % indometacina indometacina

+ bicarbonato 5 %) (10 mg/kg s.c.) (10 mg/kg s.c.)
75 minutos 75 minutos

A 4

Administracion de tagitinina C (30
mg/kg) o carbenoxolona (100 mg/kg)

\ 4

Administracion de vehiculo
(Tween 80 al 5%)

30 minutos

A\ 4

1 mL de etanol absoluto; p.o.

2 horas

\ 4

Sacrificar animales y diseccion de estébmagos

\ 4

Medicion del area lesionada y calculo del indice de Ulcera

Diagrama 5: Evaluacién de la participacién de las prostaglandinas en la grastroproteccién

de tagitinina C.
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Ratas Wistar macho (180-200 g) con 24 horas de ayuno

v A\ 4 A 4
Administraciéon de Administraciéon de Administraciéon de
vehiculo NEM NEM
(s.s.0.9% s.c.) (20 mg/kg s.c.) (10 mg/kg s.c.)
30 minutos 30 minutos

Administracién de vehiculo
(Tween 80 al 5%)

Administracion de tagitinina C (30
mg/kg) o carbenoxolona (100 mg/kg)

30 minutos

A\ 4

1 mL de etanol absoluto; p.o.

2 horas

v

Sacrificar animales y diseccion de estébmagos

\ 4

Medicion del area lesionada y calculo del indice de Ulcera

Diagrama 6:

Evaluacién de la participacion de los grupos sulfhidrilos en la

grastroproteccion de tagitinina C.
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5.10 Estadistica

Los resultados se presentan como la media + E.E.M. (error estandar de la media) de siete a
diez ratas por grupo. Para determinar las diferencias significativas se utilizo la prueba de
Kruskal-Wallis (analisis de varianza de una via para datos no paramétricos) seguida por la
prueba de comparaciones multiples de Dunn. Se consideraron diferencias significativas

cuando el valor de p fue menor que 0.05 (Reyes et al., 2008).

5.11 Procedimientos generales

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y *3C fueron registrados en un
espectrofotometro Bruker AVANCE (F) 300, trabajando a 300 y 75 MHz, respectivamente
en solucién de CDCls

7.2 Datos espectroscopicos

Los espectros de RMN-'H y RMN-'*C, se muestran en el anexo 12.1 y 12.2
respectivamente. Tagitinina C. RMN-'H (CDCls): & = 1.05 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH5-C2),
1.07 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-C2’"), 1.54 (3H, s, CH3-C10), 1.95 (3H, s br, CH3-C4), 2.02
(1H, dd, J = 14.1 y 4.2 Hz, H-9b), 2.42 (1H, dd, J = 14.1 y 4.2 Hz, H-9a), 2.42-2.52 (h1, m,
H-2"), 2.6 (1H. br, OH), 3.54-3.58 (1H, m, H-7), 5.30-5.38 (1H, m, H-8), 5.41 (1H, b br, J =
9.0 Hz, h-69, 5.81 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-13b), 5.87 (1H, d br, J = 9.0 Hz, H-5), 6.25 (1H, d,
J =17.1 Hz, H-2), 6.35 (1H, d, J =1.8 Hz, H-13a), 6.94 (1H, d, 17.1 Hz, H-1). RMN-C
(CDClg): 6 = 18.58 (CH5-C2'), 18.76 (CH5-C2'), 19.63 (CH3-C4), 28.95 (CH5-C10), 30.01
(C-2"), 47.00 (C-7), 48.36 (C-9), 71.99 (C-10), 73.95 (C-8), 75.97 (C-6), 124.49 (C-13),
129.60 (C-2), 1136.02 (C-11), 137.12 (C-5), 138.89 (C-4), 160.16 (C-1), 169.69 (C-12),
176.21 (C-1"), 196.77 (C-3). Los datos corresponden con los reportados en la literatura
(Baruah et al., 1979).
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VII RESULTADOS
7.1 Efecto gastroprotector de los extractos de Tithonia diversifolia

Los extractos de hexano, diclorometano y metanol obtenidos de T. diversifolia, presentaron
un efecto gastroprotector de 81.84 + 3.60%, 90.26 + 1.94% y 87.27 + 1.74%
respectivamente, a la dosis de 100 mg/kg (grafica 1). Los valores de gastroproteccion
anteriores, no fueron estadisticamente diferentes entre si, por lo que se procedi6 a evaluar la
dosis de 30 mg/kg para los tres extractos. En dichas evaluaciones los extractos de hexano y
de metanol, no mostraron actividad como se puede ver en las graficas 1a y 1c, con respecto
al extracto de diclorometano (grafica 1b), este presentd una gastroproteccion de 89.65 +
2.46%, por lo que también fue evaluado a la dosis de 10 mg/kg, presentando una
gastroproteccion de 80.59 + 5.53%. Los resultados anteriores indicaron que el extracto mas
activo fue el de diclorometano, y dado que presenté una actividad gastroprotectora similar
en las tres dosis evaluadas (grafica 1b), se sugiere que su efecto no es dependiente de la
dosis.

Una vez identificado el extracto de diclorometano como el mas activo, 70 g de este, se
separaron por cromatografia en columna obteniéndose 5 fracciones, las cuales fueron
evaluadas a las dosis de 30 mg/kg, los resultados presentados en la grafica 2 muestran que
la fraccion F2 fue la mas activa (98.75 + 0.5%), sequida de la F3 (74.49 + 7.64%,). El paso
siguiente fue purificar 6.4 g de F2 a través de cromatografia en columna y dicho
procedimiento permitio aislar a una lactona sesquiterpénica conocida como tagitinina C,

como uno de los principales compuestos activos.
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Grafica 1: Efecto gastroprotector a diferentes dosis de (A) extracto hexanico (30-100 mg/kg), (B)
extracto de diclorometano (10-100 mg/kg) y (C) extracto metandlico (30-100 mg/kg) en el modelo

de lesion géstrica inducida por etanol absoluto en ratas. Cada barra representa el promedio + EEM.
*p<0.05 contra dosis de 100 mg/kg.
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Gréfica 2: Efecto gastroprotector de las fracciones del extracto de diclorometano a una dosis de 30
mg/kg en el modelo de lesion gastrica inducida por etanol absoluto en ratas Wistar. Cada barra
representa el promedio + EEM. *p<0.05 contra F2.
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7.3 Evaluacidn de la actividad gastroprotectora de tagitinina C

El maximo efecto de la actividad gastroprotectora de tagitinina C (grafica 3a), se obtuvo
con las dosis de 10 y 30 mg/kg (100%), seguido de las dosis de 3 y 1 mg/kg (70.08 +
9.03% y 37.72 + 9.74% respectivamente), estos resultados sugieren que su efecto es dosis
dependiente en contraste mostrado por la carbenoxolona, que fue el farmaco de referencia,
cuyo maximo efecto gastroprotector se mostro en 66.20 + 8.71% a la dosis de 100 mg/kg y

su comportamiento fue dosis dependiente (gréfica 3b).
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Grafica 3: Efecto gastroprotector a diferentes dosis de (A) tagitinina C (1-30 mg/kg) y (B)
carbenoxolona (3-100 mg/kg) en el modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en
ratas. Cada barra representa el promedio £ EEM. *p<0.05 contra dosis maxima.
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7.3 Participacion del 6xido nitrico, las prostaglandinas y los grupos sulfhidrilo en el

mecanismo de accién de tagitinina C

El indice de Ulcera en ratas pre-tratadas con 70 mg/kg de L-NAME maés tagitinina C (30
mg/kg) fue de 14.31 + 6.96 mm? (grafica 4) este valor fue estadisticamente diferente
respecto al grupo control (70.35 + 7.61 mm?), tratado Gnicamente con solucién salina. Estos
resultados indican que la administracién de L-NAME no modifica el efecto gastroprotector
de tagitinina C, por lo que al parecer el 6xido nitrico no est& implicado en su mecanismo de
accion gastroprotector, lo cual no sucedi6é con la carbenoxolona, ya que el éxido nitrico si

estd implicado en su mecanismo de accion (gréfica 4).

En el caso de la determinacion de la participacidn de las prostaglandinas, el pretratamiento
con indometacina (10 mg/kg) no inhibi6 el efecto protector de la tagitinina C, cuyo indice
de Glcera fue de 13.37 + 7.59 mm?, el cual fue significativamente diferente al grupo control
(70.35 + 7.61 mm?) tratado Unicamente con solucion salina, indicando que probablemente
las prostaglandinas no estan implicadas en el mecanismo de accién de la tagitinina C
(gréfica 5). Respecto a la carbenoxolona, las prostaglandinas si participan en su mecanismo
de accién ya que la administracion previa de indometacina atenué (82.00 + 7.98 mm?) su

efecto protector (grafica 5).

En relacion a la participacion de los grupos sulfhidrilo, la administracion previa de NEM
(10 mg/kg) un bloqueador de los grupos sulfhidrilo, no altero el efecto gastroprotector de
tagitinina C debido a que su indice de ulcera (3.50 + 1.29 mm?), difiere significativamente
del grupo control tratado con el vehiculo de administracién de NEM (70.35 + 7.61 mm?),
por consiguiente estos resultados sugieren que los grupos sulfhidrilos no estan involucrados
en el efecto gastroprotector de tagitinina C, contrario a la carbenoxolona, donde los grupos
sulfhidrilo si estan implicados en su mecanismo de accion como se puede observar en la

gréfica 6.
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Gréfica 4: Efecto de la tagitinina C (TG) a 30 mg/kg y carbenoxolona (CAR) a 30 mg/kg
sobre lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas pretratadas con L-NAME (70

mg/kg). Cada barra representa el promedio + EEM. *p< 0.05 contra el grupo control de
vehiculos.
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Gréfica 5: Efecto de la tagitinina C (TG) a 30 mg/kg y carbenoxolona (CAR) a 30 mg/kg
en lesiones gastricas inducidas por etanol absoluto en ratas pretratadas con indometacina
(10 mg/kg). Cada barra representa el promedio + EEM. *P< 0.05 contra el grupo control de
vehiculos.

UNAM FES-ZARAGOZA Pagina 44


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Actividad gastroprotectora de Tithonia diversifolia utilizando el modelo de lesiones
inducidas por etanol en rata Wistar

160 =

140 —

Icera (mm°)

o)
o
|

Indicede U
(@)]
(a»)
|
—

pe

40

*

20 =

* *

0 - Yo =
| | | | | | |

C C TG CAR TG CAR

(Vehiculo)

NEM

Gréfica 6: Efecto de la tagitinina C (TG) a 30 mg/kg y carbenoxolona (CAR) a 30 mg/kg
en lesiones géastricas inducidas por etanol absoluto en ratas pretratadas con NEM (10
mg/kg). Cada barra representa el promedio + EEM. *P< 0.05 contra el grupo control de
vehiculos.
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VIII DISCUSION

Tithonia diversifolia es utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de diversos
padecimientos como son: dolor estomacal, indigestion (Owoyele et al., 2004), malaria
(Elufioye et al., 2009) y ulceras gastricas. Respecto a esta Ultima actividad, se ha
demostrado en estudios in-vitro que presenta una ligera actividad inhibitoria en contra de H.
pilory (Castillo-Juarez 2009), el cual esta relacionado con el desarrollo de Uulceras
gastricas. En relacién a lo anterior, los resultados del presente trabajo demuestran que T.
diversifolia produce una accion gastroprotectora en rata Wistar lo que contribuye a dar un

sustento farmacoldgico a su uso tradicional.

Los extractos de hexano, diclorometano y metanol obtenidos de T. diversifolia, presentaron
una actividad gastroprotectora similar a la dosis de 100 mg/kg (graficas 1la, 1b y 1c), sin
embargo a la dosis de 30 mg/kg, el extracto hexanico perdié su actividad e incluso mostro
un incremento en el area lesionada respecto al control (gréafica 1a), de forma similar que el
extracto metanolico, quien también disminuyé su gastroproteccion de manera significativa
(gréfica 1c). El extracto de diclorometano conservo su efecto tanto a la dosis de 30 como a
la de 10 mg/kg (gréfica 1b), mostrandose por lo tanto como el més activo y con efecto no
dependiente de la dosis.

Una vez que se identifico al extracto de diclorometano como el mas activo, se procedio a
realizar un fraccionamiento biodirigido del mismo, el cual permitié aislar a partir de la
fraccion F2 a la tagitinina C, como uno de los principales compuestos con actividad
gastroprotectora; que alcanzé un 37.72, 70.08, 100 y 100% de gastroproteccion con las
dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/kg, respectivamente (grafica 3a). La tagitinina C, pertenece a las
lactonas sesquiterpénicas, previamente reportadas para el género Thithonia (Ziémons et, al.,
2005) y aunque se ha demostrado su actividad como insecticida y antimalarico (Ziémons et,
al., 2005), los resultados obtenidos en este estudio demostré por primera vez su actividad
gastroprotectora en dosis bajas (grafica 3a).
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8.2 Participacion del 6xido nitrico, las prostaglandinas y los grupos sulfhidrilo en la
actividad gastroprotectora de tagitinina C

Estudios previos han demostrado que el NO estd implicado en la modulacién de la
integridad de la mucosa gastrica por medio de la regulacion de acido, secrecion de moco,
bicarbonato y flujo sanguineo (Laine et al., 2008). Con el fin de proporcionar informacion
sobre la participacion del 6xido nitrico en la gastroproteccion de la tagitinina C, se
utilizaron ratas tratadas previamente con L-NAME (un inhibidor no selectivo de la sintasa
de dxido nitrico). Los resultados del estudio muestran que la actividad de la tagitinina C
(14.31 mm?) no fue inhibida por el pretratamiento con L-NAME (gréfica 4), lo que sugiere
que el éxido nitrico no esta implicado en el mecanismo de accion de la tagitinina C, caso
contrario sucedié con la carbenoxolona (farmaco de referencia), donde su actividad
gastroprotectora fue inhibida por el pretratamiento con L-NAME (gréfica 4), lo cual es
consistente a lo reportado en la literatura (Reyes et al., 2008).

Las prostaglandinas constituyen otro sistema implicado en la regulacion de la integridad de
la mucosa gastrica, disminuyendo la secrecién de &cido, promoviendo la secrecion de moco
y bicarbonato asi como incrementado el flujo sanguineo (Sekiguchi et al., 2007; Heeba et
al., 2009), por lo que en el presente estudio se evalué su participacién en la accion
gastroprotectora de la tagitinina C, para esto ratas Wistar fueron pretratadas con
indometacina, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, el cual inhibe de manera no
selectiva a las ciclooxigenasas, enzimas encargadas de sintetizar las prostaglandinas, lo que
reduce la habilidad intrinseca de la mucosa para resistir la induccién de dafio (Heeba et al.,
2009; Polat et al., 2010). Los resultados obtenidos sugieren que la actividad de tagitinina C
no es atenuada por el pretratamiento con indometacina (grafica 5), por lo que al parecer las
prostaglandinas tampoco estan implicadas en el mecanismo de accion de la tagitinina C.
mientras tanto para la carbenoxolona, los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo

reportado en la literatura (Takeuchi et al., 1998).

Se ha demostrado que durante el desarrollo del dafio gastrico inducido por el etanol existe

una disminucion en los grupos sulfhidrilo de la mucosa gastrica. Estos compuestos
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neutralizan los radicales libres producidos durante el dafio al tejido por agentes nocivos.
Ademas, los grupos sulfhidrilo producen subunidades de moco mediante la formacion de
puentes de disulfuro y asi reducen los radicales libres los cuales son eliminados por el
moco, donde se vuelven solubles en agua (Avila et al., 1996; Maity et al., 1998). Para
investigar la implicacion de estos grupos en el efecto gastroprotector de la tagitinina C, se
administré previamente N-etilmaleimida, un bloqueador de los grupos sulfhidrilo. Los
resultados sugieren que los grupos sulfhidrilo no estan implicados en el mecanismo de
accion de la tagitinina C debido a que el efecto gastroprotector no fue atenuado por el
pretratamiento con el bloqueador (grafica 6). En cambio el efecto gastroprotector de la
carbenoxolona si fue inhibido por el NEM, coincidiendo con lo reportado.
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IX CONCLUSIONES
Las conclusiones que se desprenden del presente trabajo son:

e Tithonia diversifolia presenta actividad gastroprotectora en el modelo de lesiones
géstricas inducidas por etanol.

e De esta planta, se aislo a la lactona sesquiterpenica tagitinina C como uno de los
principales compuestos responsables de la actividad gastroprotectora.

e El estudio del mecanismo de accion gastroprotector de tagitinina C, sugiere que no
estan implicadas las prostaglandinas, el 6xido nitrico o los grupos sulfhidrilos.

e Del presente trabajo se desprende la publicacion de un articulo en la revista Molecules.
2010; 16: 665-674, una copia se encuentra en el anexo 12.3.
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X. PERSPECTIVAS

1.- Evaluar el mecanismo de accion de la tagitinina C utilizando el modelo de ligacién del
piloro, para determinar su posible actividad antisecretora.

2.- Determinar la posible toxicidad de la tagitinina C.

3.- Explorar la posible ruta de sintesis orgénica de tagitinina C.
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XII. ANEXOS

12.1 Espectro de RMN-'H (300 MHz) de tagitinina C
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12.2 Espectro de RMN-*C (75 MHz) de tagitinina C
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12.3 El presente trabajo fue publicado en la revista Molecules. 2010; 16: 665-674.
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Abstract: Tithonia diversifolia is a medicinal plant from the Municipality of Suchiapa,
Chiapas. Mexico. that according to local folk medicine is considered useful in the
treatment of gastric ulcers. The aim of the present study was to investigate the
gastroprotective activity of 70 diversifolia by using an ethanol-induced gastric ulcer
experimental model in male Wistar rats. The results showed that 77 diversifolia had
gastroprolective activity. and that the dichloromethane extract had the highest protective
activity (close to 90% when using doses between 10 to 100 mg/kg). and that further the
compound tagitinin C isolated from this extract was the main active gastroprotective agent.
Rats treated with tagitinin C suspended in Tween 80 at 1. 3. 10 and 30 mg/kg showed 37.7,
70.1. 100. and 100% gastroprotection. respectively. The effeet clicited by tagitinin €
(30 mg/kg) was not attenuated by pretreatment with either A-nitro-i -arginine methyl ester
(70 mg/kg, 1.p.). a nitric oxide (NO) synthase inhibitor, A-cthyImalcimide (10 mg/ke, s.c.),
a blocker of sulfhydryl groups. or indomethacin (10 mgikg. s.c.). a blocker of prostaglandin
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synthesis, which suggests that the gastroprotective mechanism of action of this

sesquiterpene lactone does not involve NO, sulthydryl groups or prostaglandins.

Keywords: Tithonia diversifolia: Asteraceae: tagitinin C: gastroprotection: medicinal plants

1. Introduction

Peptic ulcers represent one of the most important diseases of the digestive system and a medico-
social problem of global economic importance. the latier due to its broad geographical distribution, as
well as high incidence, morbidity and drug consumption. It is estimated that at some time in their life
nearly 20% of all people may sulfer from peptic ulcers, caused by [actors such as stress. diet, smoking.
alcohol and certain types of drugs [1 .

The drugs currently used in the treatment of gastric ulcers are anti-acids. anticholinergics, proton
pump inhibitors and Ha-receptor antagonists. However. there are innumerable adverse effects caused
by these allopathic medicines [2]. indicating the need for more cffective and safer antigastric ulcer
agents with less side effects. In this contexl. metabolites derived from plants used in traditional
medicine have provided an important basis for the discovery and development of modern therapeutic
drugs [3].

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceae) is a 2-5 m tall perennial shrub, which is native
to Mexico and also grows in other countries of North America. and in parts of Africa and Asia 14]. 7.
diversifolia is administrated in several forms: oral decoction of the leaves lor reatment of hepatitis,
diabetes, malaria, pain, chemoprevention and anti-Helicobacter pylori [4-6], external application of
dried leaves on wounds and infusion of leaves for the reatment of measles [6]. Previous
phytochemical studies of this genus have shown that the major constituents include three subtypes of
sesquiterpene lactones (heliangolides. furanoheliangolides and cudesmanolides). flavones, and
chromenes. among others [7.8].

Although this plant is commonly uscd by the peopie of Suchiapa (Chiapas Statc, Mexico) to cure
gastric ulcers, there is no scientific report either disproving or validating this therapeutic practice.
Therefore, we decided to test the gastroprotective activity of 7. diversifolia and, upon validating such
protective action. proceeded to identify the active compound or compounds. A bioassay-guided
fractionation was performed and the compounds obtained were tested in the absolute ethanol induced
gastric ulcer experimental model in Wistar rats. The role of endogenous NO. sulthydryl groups and
prostaglandins was evaluated in relation to the gastroprotective effect in order 1o provide information
about the mechanism of action of the test compounds. The results were compared with the effect
of carbenoxolone.

2. Results and Discussion
2.1. Bioassay-guided fractionation and isolation of tagitinin C

Drug treatment of peptic ulcers has focused on either counteracting aggressive factors or
stimulating the mucosal defenscs. Although many drugs have been cffectively employed in the
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treatment ol gastroduodenal ulcers, all of these compounds have shown shortcomings, such adverse
effects or high cost [9]. The search for new therapeutic options includes investigation of natural
product sources | 10]. In this context extracts of hexane. dichloromethane and methanol from the leaves
of Tithonia diversifoliu were evaluated. It was tfound that the dichloromethane extract was the most
active (Table 1). Interestingly, this cffect was not dosc dependent. This extract presented a maximum
gastroprotective effect (90.3 = 1.9%) at 100 mg/kg. and similar values were obtained with doses of 10
and 30 mg/kg (80.6 £ 5.5% and 89.6 + 2.5%, respectively).

Table 1. Gastroprotective etfect of Tithonia diversifolia extracts on ethanol-induced ulceration in rats.

Treatment Dose (mg/kg) n Ul (mm:) Gastroprotection (%)

Control - [0 60.9 = 14.1 -

Hexane extract 30 10 83.5=10.9 -37.1+7.8

100 10 11.1 = 3.6* 81.8+35.9

Dichloromethane 10 10 11.8 = 4.6*% 80.6 £ 5.5

extract 30 10 6.3 £2.5% 80.6 2.5

100 10 5.9+ 1.9% 90.3+£1.9

Mecthanol extract 30 10 441+£93 27.6+9.5

100 10 7.7 1.7% 87.3+3.2

*p <0.05 vs. control group; Ul = Ulcer index

Thus, 70 g of the dichloromethane extract was subjected to scparation over a silica gel column, and
F2 was found to be the most active (maximum 98.7 = 0.5% gastroprotective effect; see Table 2) among
the five fractions obtained. Then 6.4 ¢ of F2 were separated on a silica gel column and a pure
compound from the I'8* fraction identified as tagitinin C (a sesquiterpene lactone). was obtained
(Figure 1). The identity of this compound was confirmed by comparing its spectral data with that of
the literature [11]. and the gastroprotective activity of 7. diversifolia was thus attributed to tagitinin C.

Table 2. Gastroprotective effect of the fractions of dichloromethane extract on ethanol-
induced ulccration in rats.

Treatment Dose (mg/kg) n Ul (mmz) Gastroprotection (%)
Control —_— 8 76.6 +10.3 ---
I'1 30 8 32.0+10.2* 5824133
F2 30 8 0.9+0.5% 98.7+ 0.5
F3 30 8 195+ 7.6% 745+57
K4 30 8 23.5+£10.1% 69.4+9.2
F5 30 8 64.5+7.7 158+73
*p < 0.05 vs. control group: Ul = Ulcer index

Tagitinin C was previously isolated from 7. diversifolia [12] and many potential medicinal uses
have been reported for this compound including as a cancer chemopreventive [13] and anti-malarial
agent [12]. It has been reported that an aqueous extract of 7. diversifolia oblained of leaves may be
toxic when it is administrated consecutively in oral form (100 mg/kg) [6].
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Figure 1. The structure of tagitinin C.

The current study, representing the first report of its gastroprotective activity. found that tagitinin C
produced a 100% gastroprotective effect at doses of 10 and 30 mg/ke (Figure 2A), and a maximum
gastroprotective effect at the former dose. There are as yet no reports of toxicity lor tagitinin C. For
comparative reasons the effect of carbenoxolone was also studied. the maximal gastropotective effect
induced by this compound being 63.5 = 4.7% at a dose of 100 mg/ke (Figure 2B).

Figure 2. Effect of different doses of (A) tagitinin C (1-30 mg/kg) and (B) carbenoxolone
(3-100 mg/kg) on gastric lesions induced in rats by absolute cthanol. Bars represent the
mean = SEM. n = 10. * p < 0.05 vs. the respective control: Dunn’s multiple comparison
test after Kruskal-Wallis test.
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2.2. Effect of L-NAME. indomethacin, and NEM on the gastroprotective effect

It is well known that NO is involved in the modulation of gastric mucosal intcerity, and in the
regulation of acid and alkaline secretion. mucus secretion and gastric mucosal blood flow [14]. In an
attempt to provide information about the mechanism of the gastroprotective action of tagitinin C, the

participation of NO was evaluated by pretreatment with L-NAMI.
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The ulcer index of the group treated with 70 mg/kg of L-NAME plus 30 mg/kg of tagitinin C was
143 + 6.9 mm® (Figure 3A), and this value was significantly different (p < 0.05) from the respective
control treated with saline solution (70.3 = 7.6 mm>). The current results show that in the presence of
L-NAME the gastroprotective etfect of tagitinin C was not inhibited. indicating that NO is not
implicated in the action mechanism. Contrarily, NO docs play a role in the mechanism of action of

carbenoxolone (Figure 3A).

Figure 3. Effcct of tagitinin C (1G) and carbenoxolone (CAR) at 30 mg/kg on gastric lesions
induced by ethanol in rats pretreated with (A) L-NAME (70 mg/kg). (B) indomethacin
(10 mg/kg) or (C) NEM (10 mg/kg). Bars represent the mean = SEM. n = 10. *p < 0.05 vs.
the respective control: Dunn’s multiple comparison test after Kruskal-Wallis test.
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It is also well known that prostaglandins synthesized in large quantities by the gastrointestinal
mucosa can prevent experimentally induced ulcers by ulcerogens. Thus. when the ulcer lesions are
induced by absolute ethanol. the cytoprotective effect of the anti-ulcer agent can be mediated through
endogenous prostaglandins [15].

Pretreatment with indomethacin (10 mg/kg) did not inhibit the gastroprotective action clicited by
tagitinin C (13.4 = 7.6 mm?), indicating that prostaglandins do not participate in the mechanism of
action (Figure 3B). This value of gastroprotection was significantly different (p < 0.05) than the
respective control using the vehicle (70.3 = 7.6 mm’). Contrarily. the gastroprotective effect of
carbenoxolone was attenuated (82.0 + 7.9 mm?) by pretreatment with indomethacin (Figure 3B).
indicating a role played by prostaglandins.

It has been demonstrated that the development of ethanol induced gastric damage is accompanied
by a decrease in mucosal sulfhydryl compounds. duc to the fact that these compounds are neutralized
when they bind to the free radicals produced with tissue injury by noxious agents [16]. Aiming to
investigate the possible role of endogenous sulthydryl compounds involved in the gastroprotective
effect promoted by tagitinin C. the animals were pretreated with NEM. a blocker of sulthydryl
compounds. This pretreatment (Figure 3C) did not inhibit the gastroprotective effect of tagitinin C
B35+13 mm?), as this value was significantly different (p < 0.05) with respect to the control group
treated with the vehicle (70.3 = 7.6 mm®). Therefore endogenous sulthydryls are not involved in the
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gastroprotective effect. Contrarily. the gastroprotective ellect of carbenoxolone was atténuated (56.9 +
8.4 mm?) by pretreatment with NEM. indicating a role by sulthydryls.

The fact that a possible role of NO. sulthydryl compounds. and prostaglandins was discarded in
relation to the mechanism of gastroprotective action of tagitinin C. other possible mechanisms of
action nced to be investigated in future studies. Regarding carbenoxolone. the results of the present

study are in agreement with data reported in the literature [17].
3. Experimental
3.1. General procedures

The 'H- and PC-NMR spectra were recorded in a CDCls solution on a Bruker AVANCE (F) 300

spectrometer. working at 300 and 75 Mz, respectively.
3.2. Plant material

The leaves of Tithonia diversifolia were collected in the Municipality of Suchiapa, Chiapas, during
August of 2009. The plant was identified and registered by Francisco Hernandez Najarro from the
Flora Department of the Chip Herbarium. which is part of the Botanical Garden ot the Secretary ot
Environmental Protection. Housing and Natural History of the State of Chiapas. Mexico. A specimen

of the original collection can be found with the voucher number 42074.
3.3. Extraction and preliminary fraction

The leaves ol Tithonia diversifolia were dried at room temperature (22 = 2 °C) in the shade. After
grinding 2.7 kg of leaves. compounds were successively extracted by maccration at room temperature
(22 =2 °C) for 3 days. first with hexane (15 L = 3). then dichloromethane (15 L = 3) and finally methanol
(15 L x 3). Evaporation of the solvents in vacuum yielded 80. 100 and 200 ¢ of syrupy residues,
respectively. The dichloromethane extract obtained from the leaves of 7. diversifolia showed the most
active gastroprotective effect (Table 1). Thus 70 g of this extract was subjected to percolation over a
silica gel column (0.063-0.200 mm. 500 g) by using a step gradient of hexanc/FtOAc (9:1, 1.5 L, F1),
hexane/EtOAc (7:3. 1.5 L. F2). hexane/EtOAc (1:1. 1.5 L, F3), EtOAc (1.5 L. F4). and MeOH (1.5 L.
F5). 29 g of fraction 2 (F2), which was the most active. were chromatographed on a silica gel column
(290 g) by using a step gradient of hexane, hexane/EtOAc and LtOAc. From this procedure, fraction 3
(F37) was the most active. Thus 6.4 g of this fraction were chromatographed on a silica gel column
(64 ¢). Elution was performed with hexane and hexane/FtOAc mixtures. obtaining 24 fractions of
40 mL each. The main active gastroproteclive agent from fraction 8 (hexane/EIOAc, 9:1) was
identified as tagitinin C (500 mg) by comparison of the ("11 and °C NMR) spectral data with that of
the literature [11].

3.4. Phytochemical data

Tagitinin C. "H-NMR (CDCl3): & = 1.05 (3H. d. J = 6.9 Hz. CH;-C27), 1.07 (3H. d.J = 6.9 Hz.
CH;-C27). 1.54 (3H. s. CH;3-C10), 1.95 (3H. s br, CHz-C4). 2.02 (1H, dd. /= 14.1 and 4.2 Hz. H-9b).
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2,42 (1H. dd, J = 14.1 and 4.2 Hz. H-9a). 2.42-2.52 (IH. m. H-2"). 2.6 (1H. br. OH). 3.54-3.58 (1H.
m, H-7), 5.30-5.38 (IH, m, H-8). 5.41 (1H. d br. /= 9.0 Hz. H-6). 5.81 (I1H, d. J = 1.8 Hz, H-13b),
5.87 (1H,d br, J=9.0 Hz, H-5), 6.25 (1H. d. /= 17.1 Hz, H-2). 6.35 (1H. d. /= 1.8 Hz, H-13a). 6.94
(1H, d, 17.1 Hz, H-1). "C-NMR (CDCl3): & = 18.58 (CH;-C2%). 18.76 (CH3-C2%), 19.63 (CH3-C4),
28.95 (CH;-C10). 30.01 (C-2%). 47.00 (C-7). 48.36 (C-9). 71.99 (C-10), 73.95 (C-8), 75.97 (C-6).
124,49 (C-13). 129.60 (C-2). 136.02 {C-11). 137.12 (C-5). 138.89 (C-4). 160.16 (C-1), 169.69 (C-12).
176.21 (C-17), 196.77 (C-3). These data match thosc in the litcrature [11].

3.5. Animals

All the experiments were performed with male Wistar rats. weighing 180-220 g, obtained from the
animal house of the Superior Medicine School (IPN). Procedures involving animals and their care
were conducted in conformity with the Mexican Ofticial Norm [or Animal Care and Handling (NOM-
062-700-1999), and in compliance with international rules on care and usc of laboratory animals.
Unless otherwise specified. the rats were placed in single cages with wire-net floors and deprived of
food 24 h before experimentation. but allowed free access to tap water throughout. All experiments

were carried out using 8-10 animals per group.
3.6. Drugs and dosage

Carbenoxolone (Sigma-Aldrich Co.) was used as the gastroprotective reference drug. The drugs were
prepared [reshly each time. suspended in 0.5% Tween 80 and administered by the intragastric route.
Control rats received the vehicle (0.5% Tween 80) in the same volume (0.5 ml/100 g) and by the same
route. A'{i-nitm-L—arginine methy! ester (L-NAML), A-ethylmaleimide (NEM) and indomethacin (IND)
were purchased from Sigma Chemical Co. USA.

3.7. Acute gastric ulcer induced by absolute ethanol

A gastric ulcer was induced by administering absolute ethanol orally (1 mL) [17]. The extracts or
drugs were administered to different groups 30 min before cthanol administration. Two hours after
ethanol administration. the animals were sacrificed in a CO; chamber. The stomach and duodenum
were dissected out, inflated with 10 mL of formalin, and then placed in 2% formalin for 5 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. The damaged area (mm®) was measured under a dissection
microscope (x10) with an ocular micrometer, The sum of the area of all the lesions in the corpus of
each animal was calculated and served as the ulcer index. Gastroprotection (%) was calculated
according to: % gastroprotection = (UIC-UI'T) x 100/UIC, where UIC is the ulcer index in control and
UIT is the test animal index [17].

3.8. Ethanol-induced gastric mucosal lesions in 1-NAME pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous NO in the gastroprotective effects of the compounds,
L-NAME (70 mg/kg dissolved in saline solution) was intraperitonally injecled to 3 experimental
groups 30 min before the administration of cither the vehicle, tagitinin C (30 mg/kg) or carbenoxolone
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(100 mg/kg) by the oral route [18]. Absolute ethanol was given (o cach rat in these groups 30 min later,
and the animals were sacrificed 2 h after the administration of ethanol to measure the ulcer index. Two
control groups (L-NAME-treated and non-L-NAME-treated) were included in this evaluation.

3.9, Ethanol-induced gastric mucosal lesions in indomethacin pretreated rats

To investigate the involvement of endogenous prostaglandins in the gastroprotective effect of the
compounds. a control group received a subcutaneous injection of 5 mM NaHCOs in saline solution and
another group an injection of indomethacin {10 mg/kg dissolved in NaHCO; 5 mM) by the same route
[18]. After 75 min, the animals in each of these two groups received one of three oral treatments
(saline solution. 30 mg/kg tagitinin C or 100 mg/kg carbenoxolone). Absolute ethanol was given to
each rat 30 min after tagitinin C or carbenoxolone administration and the rats were sacrificed 2 h later
in a CO, chamber. The stomachs were subsequently removed Lo measure the ulcer index, as
aforementioned.

3.10. Ethanol-induced gusiric mucosal lesions in NEM pretreated rats

To investigate the involvement of the endogenous sulthydryls in the protective effects of tagitinin C
and carbenoxolone, NEM (10 mg/kg dissolved in saline solution) was subcutaneously injected in 3
groups of animals 30 min before the oral administration of either the vehicle, tagitinin C (30 mg/kg) or
carbenoxolone (100 mg/kg) [18]. Absolute cthanol was given to cach rat 30 min later and rats were
sacrificed 2 h after the administration of ethanol to measure the intensity ol the gastric uleer. Two
control groups (NEM-treated and non-NEM-treated) were included in this experiment.

3.11. Statistics

Data are presented as the mean + SEM from 8-10 rats per group. Statistically signiticant differences
between the treatments were tested by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple
comparison tests. Probability (p) values less than 0.05 were considered significant.

4. Conclusions

The current study demonstrates the elfectiveness of Tithonia diversifolia in the treatment of gastric
ulcer. Tagitinin C was identified as the main active gastroprotective agent in this traditional medicinal
plant. The mechanism of the gastroprotective action shown by tagitinin C is not related to endogenous
NO, prostaglandins or sulthydryl groups. Further pharmacological investigations are necessary to

provide evidence about the gastroprotective mechanism of action of tagitinin C.
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