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1. INTRODUCCION

Desde hace mas de un siglo las enfermedades del tracto gastrointestinal como gastritis,
ulcera, sindrome de colon irritable y cancer de estbmago, por mencionar algunos,
constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en México, en donde
se creia que factores como: estrés, ansiedad, consumo de alcohol, tabaco, uso de AINES
y tipo de alimentacion eran los que propiciaban la estimulacion del sistema nervioso y que
generaba la produccion masiva de jugos gastricos, provocando dafio en el tejido celular.
Para el tratamiento de estas afecciones se han utilizado farmacos como las sales de
magnesio y aluminio, bloqueadores de histamina, inhibidores de la bomba de hidrégeno
principalmente, sin embargo a veces solo disminuyen el malestar y el uso prolongado de
estos puede tener efectos adversos como dafios renales y hepaticos. Actualmente una de
las alternativas es el uso de fitofarmacos, que puedan tener efectos terapéuticos, como es
el caso de Rubus Fructicosus y Citrus Limonum Risso, los cuales han sido utilizados como
antihemorragicos, anti ulcerosos cutaneos y/o bucales, efectos cicatrizantes vy
gastroprotectores. Por lo que en este trabajo se evaluaron algunos marcadores
inflamatorios (TNF-a, COX-2 y IL-1B) ante la induccién de ulceras gastrica, mediante un
modelo quimico en ratas y con posterior tratamiento del extracto acuoso de las hojas de
zarzamora (Rubus fructicosus) o de limén (Citrus limonum Risso). De acuerdo a los
resultados obtenidos, el grupo de control positivo (administracion con etanol) presento
mayor inmunoreactividad para IL-1B, COX-2 y TNF- a con respecto a los grupos
administrados con los extractos de Rubus Fructicosus y Citrus Limonum Risso,
respectivamente, por lo que se concluye que hubo disminucién de la actividad de IL-1B,
COX-2 y TNF- a en ambos extractos, lo cual se correlaciona con la disminucién de las

lesiones previamente inducidas con etanol.
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2. ANTECEDENTES

a. Situacion de las enfermedades gastrointestinales en México

Las enfermedades gastrointestinales, son una de las primeras causas de consulta
médica y también una de las primeras causas de muerte en México y el mundo. Por
ello, son consideradas como un problema de salud publica a nivel mundial, que afecta
a personas de cualquier edad y condicidn social, aunque los grupos mas vulnerables

son los nifios y los ancianos (Naso, 2010).

2.1.2. Estadisticas de enfermedades gastricas en México

Dentro de las enfermedades gastrointestinales ademas de las infecciones causadas por
diversos microorganismos (p.e. Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp., S. aureus,
etc.), también se encuentran las lesiones en la mucosa gastrica como es la gastritis y
ulceras por mencionar algunas (Naso, 2010). En México el indice de casos reportada
entre el afno 2000 al 2008 para la poblacién en edad productiva (25 a 44 afos) para
enfermedades gastricas aumenté significativamente como se puede apreciar en la
Figura 1. Por lo que es importante el estudio, prevencion y desarrollo de nuevas terapias
para prevenir y curar este tipo de lesiones ya que pueden ser incapacitantes y el costo

de tratamiento es caro debido a la periodicidad por reincidencia de la enfermedad.

UNAM Pagina 2



Figura 1. Estadisticas de enfermedades gastrointestinales en México en los anos
2000 al 2008 (Naso, 2010).

2.1.3 Estomago

El estbmago es un saco elastico y hueco que presenta una forma de “J” el cual posee una
superficie externa lisa y una superficie interna que cuenta con pliegues que favorece la
mezcla de los alimentos con los diferentes jugos digestivos, destacando precisamente por
ser la parte mas ancha del tubo digestivo (Figura 2), en donde la configuracién externa e
interna del estdmago se puede clasificar de acuerdo a su porcion vertical en: fundus
gastrico, cuerpo gastrico, extremidad inferior, porcion pilérica, curvatura mayor, curvatura

menor, cardias y piloro.
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Figura 2. Configuracion del estbmago de manera externa e interna (Lépez, 2014)
Este 6rgano esta situado en la parte alta del abdomen, manteniendo relacién con el higado,
el pancreas, el colon y las vias biliares (Navarro, 2009). Una de las caracteristicas del
interior del estbmago es que se encuentra cubierto por una mucosa con pliegues o
glandulas que se encargan de la produccion de enzimas capaces de continuar el proceso
de la digestion, asi mismo, presenta una capa muscular que recubre la submucosa, la cual
esta constituida por fibras que permiten la mezcla de los alimentos y le aportan resistencia.
Ademas de contar con la pared gastrica, la cual consta de cuatro capas que permiten su
motilidad y secrecion del acido clorhidrico (HCI) (Dominguez, 2005).

Estas capas son:

a) Serosa. Capa superficial formada por el peritoneo.

b) Muscular. Capa gruesa, con tres planos de fibras musculares lisas: superficial
longitudinal, circular o media y oblicua o profunda (Navarro, 2009; Latarjet y Ruiz
2008).

c) Submucosa. Formada por conectivo laxo con numerosos linfocitos y células
plasmaticas. Contiene numerosos vasos sanguineos y linfaticos (Universidad de

ciencias veterinarias FCV UBA, 2009).
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d) Mucosa. capa gruesa, blanda y aterciopelada, de color rojizo en la regién

corpofundica y rosada en la antral (Navarro, 2009).

A su vez la mucosa gastrica se divide en regiones secretoras y no secretoras de acido
y esta formada por un epitelio simple de células cilindricas altas que forma pliegues muy
compactos. En las zonas mas profundas de esos desembocan las glandulas gastricas
las cuales son tubulares simples o ramificadas y el epitelio de las foveolas esta formado
por células de revestimiento secretoras de moco que lubrican la superficie de la mucosa,
y la protegen de posibles lesiones (Universidad de ciencias veterinarias FCV UBA, 2009;

Lopez, 2014).

Microscopicamente, la mucosa gastrica esta compuesta por 3 capas:

a) Epitelio, dispuesto en una capa de revestimiento superficial con células secretoras

de moco (Navarro, 2009).

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

tejido linfoide, y pequenos vasos y nervios (Navarro, 2009).

c) Muscular de la mucosa: Estrato delgado de musculo liso, que rodea la base

glandular (Navarro, 2009).

Por otro lado podemos mencionar que el aparato digestivo consta de células
especializadas que van a secretar diferentes sustancias, las cuales estan en funcién
del sitio predominante de localizacién como se muestra en el Cuadro 1 (Mufioz,

2014).
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Cuadro 1. Células principales del aparato digestivo (Muihoz, 2014).

Células
Principales
Parietales
Oxitinas
Mucosas
Enteroendocrinas

GyD

2.1.4. Fisiologia

Secrecion
Pepsina y Renina
Acido clorhidrico
Factor Intrinseco
Moco
Gastrina

Somatostatina

Localizacion

predominante

Cuerpo y fundus
Cuerpo y fundus
Cardias

Cardias

Antro — piloro

Cuerpo y fundus

El estomago presenta varias funciones entre las cuales estan: actuar como depdsito o

almacenamiento temporal de las grandes cantidades de alimentos ingeridas, digestion

quimica de las proteinas, mezclar el bolo alimenticio (formado con la masticacion), la

secrecion gastrica hasta que se obtiene el quimo, vaciamiento progresivo del quimo a una

velocidad compatible tanto con la digestion como la absorcion por parte del intestino

delgado (Figura 3), fragmentacion mecanica del alimento en particulas pequefas, secrecion

del factor intrinseco, esencial para la absorcién en el ileon de la vitamina B12, asi como

mantener el control sistematico de las funciones del organismo y mantener una mucosa

protectora contra agresiones endogenas y exogenas (Mufioz, 2014).
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Aparato digestivo, partes y procesos

Figura 3. Proceso digestivo y érganos anexos involucrados (Lépez, 2014).

En relacion a las reacciones enzimaticas que se llevan en el proceso de digestion
(Figura 3), en cada una de las fases involucradas: gastrica, lumen intestinal, intestinal
de borde en cepillo e intersticial intracelular, existen una serie de enzimas, en donde
depende del factor activador y tipo de sustrato, las cuales pueden realizar las
acciones emolientes, digestivas o de degradacion por mencionar algunas como se
muestra en el Cuadro (2) nos muestra el listado de las principales enzimas digestivas

(Mufioz, 2014).

UNAM
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Figura 4. Reacciones enzimaticas en el proceso digestivo (Lépez, 2014).

Cuadro 2. Enzimas y activadores del sistema digestivo (Muioz, 2014).
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Por otro lado es importante mencionar que para mantener el adecuado funcionamiento del
aparato digestivo, la acides en el estbmago debe oscilar en un pH acido (1.5 — 3.5) en un
volumen estomacal de 20 a 100 ml, ya que si no se mantiene en estas condiciones, existe
la posibilidad y riesgo de contraer infecciones estomacales, enfermedades como la gastritis
y la formacién de ulceras gastricas, por lo que es relevante considerar el tipo de alimentos
y / 0 medicamentos que se van a ingerir ya que dependiendo de su naturaleza quimica y

grado de acidez o alcalinidad, pudiera modificar el pH estomacal (Lépez, 2014).

2.1.5 Alimentos alcalinizantes y acidificantes

En general, los alimentos alcalinos son las frutas, las verduras, hortalizas, especias,

hierbas y condimentos, semillas y frutos secos. Si bien las fruta tiene un pH bajo, lo que

las hace mas acidas, se debe tener presente que no es o mismo la reaccion quimica de

un alimento fuera que dentro del organismo. Cuando un alimento se metaboliza, puede

generar una reaccion totalmente distinta a su caracteristica original. Tenemos como

ejemplo de limoén o la miel, ambos con pH acido, pero una vez dentro del organismo

provocan una reaccion alcalina (Yamada, 2008).

En general los alimentos acidos son las carnes rojas, aves, huevos, cereales y legumbres.

En el Cuadro (3) se muestran algunos ejemplos de alimentos clasificados como alcalinos

y acidos, en el cual tanto para Rubus fructicosus (Zarzamora) y Citrus limonum risso, son

considerados alimentos alcalinos (Young, 2014).

Cuadro (3). Ejemplo de alimentos alcalinos y acidos (Young, 2014)

ALIMENTOS ALCALINOS ALIMENTOS ACIDOS
UVA FRESCA Panceta de cerdo
ALMENDRAS Pollo hervido
DATILES Carne de vacuno
MANZANA Clara de huevo
ZANAHORIA Nueces
APIO' Salmén fresco
MELON Caballa fresca
LIMON Pan de harina refinada
ZARZAMORA Queso de vaca
REPOLLO Arroz blanco hervido

UNAM
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http://www.biomanantial.com/maravillas-limon-a-836.html
http://saludnatural.biomanantial.com/tag/repollo/
http://www.biomanantial.com/nueces-k-2532-1-es.html

Caso contrario son las células animales: la combinacion de nuestras propias células con
las ingeridas de origen animal dejan un residuo toxico y acido. También
los minerales juegan un papel muy importante, ya que los alimentos con un alto contenido
en azufre, fosforo y cloro y alcalinos los que contienen calcio, magnesio, sodio y potasio

son clasificados como acidos (Young, 2014).

2.2 GASTRITIS

Se conoce que la inflamacién cronica del estomago, es un tema muy controvertido en la

practica médica, desde los puntos de vista clinico, endoscépico, radiolégico e histologico,

por lo que se investiga arduamente para revelar los diferentes mecanismos fisiopatolégicos

que producen el dafio histico del estdmago.

Desde una perspectiva endoscopica hay tres tipos de gastritis:

a) Tipo 1: Se caracteriza por edema generalizado de la mucosa, el antro es estrecho y la
mucosa tiene una apariencia aterciopelada sin erosiones.

b) Tipo 2: Hemorragica, se caracteriza por pliegues engrosados, disminucion de la
distensibilidad, puntos de hemorragia y erosiones.

c) Tipo 3: Ulceroso, caracterizado por erosiones extensas o Ulceras acompafadas de
hemorragia.

Ademas con el descubrimiento y caracterizacion del Helicobacter pyloriy su estrecha

relacion con la gastritis cronica tipo B y las ulceras gastroduodenales, la historia natural de

estas afecciones y su abordaje terapéutico han cambiado radicalmente. El H. pylori es una

bacteria que ha revolucionado la Gastroenterologia en los ultimos 25 afios. A mediados de

los 80, la ulcera duodenal (UD) era considerada una enfermedad asociada a una

hiperacidez, y la ulcera gastrica a una alteracion de la barrera mucosa. Al descubrirse su
relacién con HP, la enfermedad ulcero-péptica paso a ser una enfermedad infecciosa con
un muy alto indice de curacidén y una baja tasa de recurrencia, ya que presenta alta

prevalencia mundial y asociacion con multiples patologias, la gran mayoria de los pacientes
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portadores de HP son asintomaticas (Vanaclocha, 2006). Por lo que la importancia que se
le imprime en la actualidad a la infeccidn por H. pyloriy la afirmacién indiscutible de que es
el agente etiolégico mas comun de la inflamacion gastrica, describiremos los diferentes
procesos que ocurren tras su llegada al estbmago. La patogénesis de la gastritis cronica
por HP incluye 2 etapas: la primera esta caracterizada por la llegada y penetracion del
microorganismo al mucus gastrico donde se asienta y se multiplica. En esta etapa la
bacteria libera varias sustancias toxicas que son capaces de estimular la respuesta
inmunoldgica local, expresada en un aumento de IgA secretora, con el fin de evitar el

proceso de la infeccion.

Las principales células inflamatorias participantes en este proceso inicial son los
neutrofilos, que son atraidos al sitio de la lesion; de ahi que su presencia en compafia de
foliculos linfoides se considere como "signo de actividad". Durante esta fase es frecuente

observar la invasion de HP en las células epiteliales, (Figura 5).

Figura 5. Respuesta de las células epiteliales (Mufoz, 2014).

En la segunda etapa se presenta una amplificacion de la respuesta inflamatoria, por la
interaccién de linfocitos, neutréfilos, macrofagos, células mastoides y células no inmunes

que, al ser atraidos al sitio de la lesion, liberan gran variedad de mediadores quimicos como:
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citosinas, metabolitos reactivos de oxigeno (radicales libres de oxigeno) y el sistema de

complemento, que perpetuan la inflamacion.

En esta ultima etapa, también participan los neuropéptidos liberados por las neuronas del
sistema nervioso entérico, que contribuyen a ampliar la respuesta inflamatoria y aumentan
los dafos funcionales del estdmago colonizado por H. pylori. La segunda etapa es
importante en la patogénesis de la inflamacion gastrica; resalta la participacion del sistema
inmune local y sistémico en el control de la infeccion y la neutralizacion de las toxinas
bacterianas. Ademas, se potencializa la destruccion histica que, segun su intensidad y

duracion, puede crear una ulcera gastroduodenal (Juarez, 2015).

Independientemente de los procesos explicados en la patogénesis de la gastritis
por Helicobacter pylori, es evidente que la capacidad del germen para inducir respuesta
inmune y activacion celular varia en las diferentes cepas reconocidas: las tipo | (CagA)
poseen mayor capacidad para inducir el proceso inflamatorio en la mucosa gastrica que las

tipo Il (Vac A), que son menos citotoxicas.

2.2.1 Mediadores bacterianos de la inflamacioén

La asociacion de la infeccion por H. pyloriy las afecciones gastroduodenales cronicas es
un estimulo constante para miles de investigadores que tratan de esclarecer como una
bacteria Gram-negativa, poco invasora y que habita en la mucosa gastrica es capaz de
desarrollar gastritis cronica activa, ulcera gastroduodenal, gastritis atrofica, cancer gastrico

y linfoma gastrico tipo MALT (James, 2011).

Como se ha afirmado anteriormente, en el proceso inflamatorio de la mucosa gastrica
por Helicobacter pylori participa un grupo de sustancias toxicas liberadas por la bacteria
que desencadenan e inician el dafo histolégico. Asimismo, esta capacidad de producir

toxinas citotéxicas es variable en las distintas cepas de H. pylori reconocidas, lo que explica
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la existencia de una gran heterogeneidad genética para desencadenar el dafo histico

(James, 2011).

Dentro del grupo de mediadores bacterianos de la inflamacion se destacan el pro-

inflamatorio y las sustancias antigénicas, como se muestra en el Cuadro (4).

Cuadro 4. Clasificacidon de los mediadores bacterianos de la inflamaciéon (Muihoz,

2014).
Clasificacion Mediadores Bacterianos
Ureasa
Catalasa
Proteasa
PROINFLAMATORIOS
Lipasa

Fosfolipasa A2y C

Factor activador de plaquetas

Lipopolisacaridos

ANTIGENICOS Citotoxinas

Toxinas

2.2.2 Catalasa

Es una de las enzimas producidas por la bacteria que desempefia una funcién importante
como factor de virulencia, favorece la sobrevivencia de la bacteria en el tejido inflamado, la
protege de las acciones fagociticas de los neutrdéfilos, de los metabolitos reactivos de

oxigeno (MRO) y la de otros mediadores quimicos de la inflamacion (Dominguez, 2005).
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2.2.3 Proteasa
Enzima que desintegra la estructura polimérica del mucusy debilita su funcion como
barrera por la pérdida gradual de su viscosidad, lo cual aumenta la retro-difusion del ion

hidrogeno (Lopez, 2014).

2.2.4 Ureasa

Una de las caracteristicas mas importantes de las cepas de H. pylori ademas de la oxidasa
y catalasa positivas, es la presencia de una potente enzima denominada ureasa, la cual
protege a la bacteria de los efectos letales del acido gastrico mediante la formacién de una
-nube de amonio- que le sirve para amortiguar su entorno vital y poder colonizar el epitelio.
La ureasa se localiza en el espacio peri-plasmatico y en la membrana mas externa de la
bacteria, su actividad se beneficia cuando el pH es bajo. La produccién de ureasa interviene
en la regulacién del metabolismo de la urea, forma diéxido de carbono y amoniaco. En
diversos trabajos se sefiala la funcion téxica del amoniaco sobre las células eucariotas de
la mucosa gastrica, aunque algunos autores opinan que el amoniaco en si no dafia la célula
sino que el dafo es provocado por uno de sus metabolitos (denominado mono cloramina)
formado por la interacciéon del amoniaco con el acido hipocloroso producido por los
neutrofilos activados. EI amoniaco producido por la ureasa difunde mas facilmente que el
ion amonio, derivado de la union del amoniaco y el acido clorhidrico del jugo gastrico, por
lo cual el amonio no se considera dafino para la mucosa gastrica. En estudios
experimentales, tanto en animales como en el hombre, infectados por H. pylori, la
concentracion de amoniaco en el jugo gastrico se encuentra elevada en comparacion con
los no infectados. El amoniaco causa dafio en la mucosa al actuar como agente
necrosante, altera el funcionamiento mitocondrial, la respiracion celular y el metabolismo
energético, con lo cual disminuye la vitalidad de las células y se produce su muerte (Muioz,

2014).
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El amoniaco es capaz de modificar la secrecion gastrica al estimular la secrecion de
gastrina e incrementar la produccion de acido clorhidrico que alteran la barrera mucosa
gastrica y con lo cual se favorece la retro-difusién de hidrogeniones y se provoca mas dafio
histico. Otros mecanismos que se involucran en el dafio producido por el amoniaco sobre
el epitelio gastrico son: inhibicién de la liberacion del factor estimulador de crecimiento
epidérmico, potente efecto inhibidor del ciclo de Krebs, caida significativa de la mucina
intercelular y alteraciones de la microcirculacién gastrica (estasis), asi como disrupcion y

necrosis de la capa superficial del epitelio (Mufioz, 2014).

El amoniaco y otras sustancias liberadas por las bacterias son capaces de reducir la
actividad bactericida de las células polimorfonucleares y de los monocitos, al inhibir la

acidificacién de los lisosomas durante la fagocitosis.

2.3 Lipasa y Fosfolipasa A2y C

Son factores de virulencia importantes. Estas sustancias, son liberadas por la bacteria en
el sitio de la lesion, son capaces de degradar los fosfolipidos del mucus y disminuir su
hidrofobicidad, como consecuencia de su fuerte actividad polipeptidica, de ahi su
importancia en la ulcerogénesis. La lipasa y las fosfolipasa A2y C, al generar lisofosfolipidos
provistos de actividad litica, pueden atacar la integridad de la membrana epitelial y favorecer
la liberacion de acido araquidénico (AA), con la consiguiente produccion de leucotrienos y
otros eicosanoides (activadores plaquetarios) que contribuyen a la inflamacion. Estos
compuestos, ademas de su accion inflamatoria, también alteran la permeabilidad de la

membrana celular y la regeneracion del mucus (Juarez, 2015).

2.3.1 Superdxido dismutasa

Esta enzima se encuentra en altas concentraciones dentro del citoplasma de H. pylori, y es
utilizada por dicho microorganismo como mecanismo de defensa contra el ataque fagocitico

de los neutrdfilos. Actua como antioxidante al catalizar los metabolitos reactivos de oxigeno
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producidos por los neutréfilos, que pudieran dafarla. Estos hallazgos sugieren que H. pylori
posee sus propios mecanismos de defensa que contribuyen a su accidén patogénica sobre

la mucosa gastrica (Juarez, 2015).

2.3.2 Factor activador de plaquetas

La bacteria es capaz de sintetizar y liberar cantidades importantes del factor activador de
plaquetas, con potente accidén quimiotactica sobre los neutrofilos y los eosinodfilos, asi como
otras acciones inmunomoduladoras, incluyendo la proliferacion de los linfocitos. Este factor
es conocido también como un agente pro-ulcerogénico en la mucosa gastrica por su accion

sobre la adherencia y activacion de los neutrofilos (Juarez, 2015).

2.3.3 Etapas de la Gastritis causada por Helicobacter pylori

Entre los mediadores antigénicos del Helicobacter pylorise encuentran: los
lipopolisacaridos, las citotoxinas y las toxinas vacuolizantes que por mecanismos diferentes
son capaces de danar el funcionamiento y el metabolismo energético celular.

En las primeras y segundas etapas del proceso inflamatorio de la mucosa gastrica a la
llegada del Helicobacter pylori, hay una amplificacion de la respuesta inflamatoria por los
mediadores quimicos liberados por las células del sistema inmune, sistema nervioso
entérico y el sistema de complemento. Esta inflamacién de la mucosa gastrica, que en
la gastroscopia se ve enrojecida, se presenta en forma de manchas rojizas, las cuales
representan irritacion o hemorragias subepiteliales. La gastritis que se origina de la
infeccion por H. pylori, puede evolucionar sin sintomatologia, o bien manifestar la expresion
clinica propia de la gastritis aguda: dolor en epigastrio, nauseas, vomitos, anorexia,
malestar general y en algunos casos fiebre, sintomatologia que se prolonga por una
semana, para desaparecer habitualmente sin tratamiento, es decir en la primera infeccion
y el cuadro es auto limitado. La infeccion permanecera indefinidamente con o sin
sintomatologia, evolucionando a la forma crénica, ocasionando: gastritis cronica superficial

difusa, que puede evolucionar a gastritis atréfica en parches o multifocal, a una verdadera
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atrofia gastrica y a metaplasia gastrica es posible que estén presentes procesos
involucrados con respuestas pro-inflamatorias como el TNF-a, COX-2 e IL-18.

Por su clasificacibon mas reciente, la gastritis tiene una division histologica y una
endoscopica, ambas basadas en caracteristicas topograficas, morfologicas y etioldgicas.
Desde el punto de vista nosoldgico, las divide en gastritis aguda, cronica y grupos
especiales (Douglas, 1987).

2.4 Gastritis aguda

Las erosiones son lesiones superficiales de la mucosa, no penetran en la capa muscular de
la mucosa y miden menos de 5mm de diametro. La causa de la gastritis erosiva y
hemorragica aguda es una lesion epitelial que puede ser producida por: hipoxia, lesion

directa de farmacos y otros agentes lesivos (antiinflamatorios no esteroideos y /o etanol),

Los antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos no esteroideos (AINE’s) son
medicamentos que reducen los sintomas de lainflamacion, el dolory
la fiebre respectivamente. Todos ejercen sus efectos por accion de la inhibicion de
la enzima ciclooxigenasa. Los antiinflamatorios naturales, segregados por el propio
organismo, son los derivados de los corticoides, sustancias de origen esteroideo de potente
accion antiinflamatoria. Los AINE’S disponibles en el mercado inhiben la actividad tanto de
la ciclooxigenasa-1 (COX-1) como a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y, por lo tanto, la sintesis
de prostaglandinas y tromboxanos. Se piensa que es la inhibicion de la COX-2 la que en
parte conlleva a la accién antiinflamatoria, analgésica y antipirética de los AINE, sin
embargo, aquellos que simultdneamente inhiben a la COX-1 tienen la capacidad de causar
hemorragias digestivas y ulceras, en especial la aspirina. Por lo tanto, se enfatizan las

siguientes ventajas de inhibidores selectivos para la COX-2 (Yamada, 2008).

2.5 Gastritis Cronica
La gastritis cronica se define como una inflamacion cronica del estdbmago caracterizada por

un infiltrado difuso con linfocitos y plasmocitos que se extiende a la lamina propia y el
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epitelio sin células atipicas. La atrofia se define como la desaparicion de las glandulas
normales en algun area del estbmago. De esta manera la gastritis cronica puede ser no
atrdfica y atrofica (Waldman, 2010).

Por otro lado es importante mencionar la existencia de numerosas hipotesis que tratan de
explicar el comienzo y el final del dafo histico provocado en la mucosa gastrica por
diferentes agentes, asi como sus respectivas complicaciones locales y sistematicas, los
factores involucrados entre los cuales se destacan los: genéticos, ambientales infecciosos,
dietéticos, consumo de tabaco y drogas, vasculares, psicolégicos, inmunoldgicos, nerviosos,
por mencionar algunos.

2.5.1 La secrecion acido-gastrica debido a alimentos y bebidas alcohdlicas

Ademas de los alimentos, las bebidas alcohdlicas como la cerveza y el vino tinto tienen una
gran potencia como secretagogos tanto en humanos como en animales. Tras la
administracion de estos secretagogos, entre 30 y 45 min, después de estimular de manera
importante la secrecion acida gastrica en modelos animales. Durante la secrecion activa se
observa concentraciones elevadas de gastrina sérica, lo que indica el efecto estimulador de
la bebida alcohdlica en la secrecion acida debido no solo al alcohol si no a otras sustancias
como son las xantinas, principalmente la cafeina (Marin, 2008; Mufoz, 2014).

Sin embargo, existen diversos mecanismos que pueden proveer proteccion a la mucosa

gastrica, como se menciona a continuacion.

2.5.2 Mecanismos de proteccion de la mucosa gastrica

Los factores protectores mas importantes se alojan en las células de la mucosa gastrica
que secretan moco, en sus dos fases tanto en solucion como en gel. El moco constituye
una barrera mas eficaz de proteccion gastrica contra la accion del acido. lgualmente
importante es la produccién del HCO3™ en la célula de la mucosa y su paso a la luz gastrica,

donde entra en contacto con los hidrogeniones producidos por la célula parietal, formando
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agua, hidroxido de carbono impidiendo que el Hidrogeno, al unirse con el cloro (CI7), formen

mayor cantidad de acido clorhidrico (HCI). El flujo sanguineo constituye un importante

mecanismo protector del estimulo acido, ya que transporta la sangre rica en oxigeno y las

sustancias, como las prostaglandinas, que impiden la perpetuacion de la secrecion acida.

Igualmente, impiden la hipoxia local que podria favorecer el mal funcionamiento de

mecanismos defensores locales como, por ejemplo, la renovacién celular (Naso, 2010).
Por otro lado, la formacién de acido incluye los siguientes pasos:

a) Laentrada al canaliculo principalmente de cloruro de potasio (KCI) y cloruro de sodio
(NaCl).

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

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

d) Por ultimo, el diéxido de carbono (COz2), se combina bajo la influencia de la anhidrasa
carbdnica con los iones hidroxilo para formar HCO3", los cuales difundiran hacia el

liquido extracelular en intercambio por iones CI™ (Figura 6).

BOMBA H -ATPasa

Lumen del estédmago
= = 7ol
Cci  permeasa H Bomba HY-aATPasa

‘ ATP ADP + Pi

H 3=

H2o Anhidrasa
_ J " carbdénica

HCO4 CcCO5

‘ Proteina
intercambiadora
do aniones
HCO4 2hel

| sangre

Figura 6. Secrecion de HCI en el estomago (L6pez, 2014).
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Por lo que alterar la regulacién de la secrecion del HCI en el estbtmago ya sea por
consecuencia de una bacteria, del incremento de produccién del HCI se tendran varias
consecuencias como son las enfermedades gastrointestinales principalmente gastritis y
Ulceras (Lopez, 2014).

2.6 ULCERA

La ulcera es una pérdida de sustancia en la mucosa, que se extiende por lo menos hasta
la muscularis mucosae y que se localiza siempre en regiones del tracto digestivo expuesta
a la accion del HCl y precisa como sustrato la presencia de mucosa gastrica o de areas de
metaplasia gastrica. Cuando la pérdida de sustancia no alcanza la submucosa, se habla de
erosiones, en lugar de ulceras (Mufioz, 2014).

El desarrollo de la ulcera se produce como consecuencia de la perdida de la situacion de
equilibrio, que en condiciones normales se logra a través de los mecanismos fisiolégicos
que gobiernan la funcién de la mucosa gastrica y su constante reparacion ante los agentes
agresivos; los mecanismos defensivos o protectores de la mucosa gastrica reflejan la
capacidad del huésped para protegerse de los efectos nocivos de los factores agresivos.
Las prostaglandinas defienden la mucosa inhibiendo directamente la secrecion acida a nivel
de las células parietales, aumentando la produccién del HCO3- y moco mejorando el fluido
sanguineo de la mucosa. Las principales localizaciones son el estbmago y el duodeno; en
este ultimo caso, las lesiones suelen situarse en la primera porcion duodenal (Munoz,
2014).

2.6.1 CLASIFICACION DE LA ULCERA GASTRICA
2.6.2 Primaria

La localizacion mas frecuente de este tipo de ulceras es en el duodeno, entre ellas se
incluye las producidas por H.pylori. Existen ulceras H.pylori negativas cuya causa es
desconocida, por lo que también se denomina idiopaticas. El caracter diferencial respecto

a las anteriores es que no presentan modularidad, la gastritis esta practicamente ausente y
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con cierta frecuencia su forma de presentacion clinica es una hemorragia digestiva

(Cilleruelo, 2002; Fernandez, 2002).
2.6.3 Secundaria

Aparece en presencia de factores ulcero génicos identificables, diferentes a la existencia
de H. pylori. Suelen ser de caracter agudo y su localizacion es mas frecuente en estbmago
que en duodeno. Otro de los factores es el consumo de acido acetil salicilico y los farmacos
AINES que causan lesién directa en la mucosa gastrica, ya sea administrados por via
parenteral como no parenteral, ya que pueden alterar los mecanismos protectores a traves
de una disminucion de la secrecion del HCO3-. Este tipo de farmacos causan dafo micro
vascular y retrasan la cicatrizacion del epitelio. Otros farmacos capaces de producir lesiones
gastricas son el acido valproico, agentes quimioterapéuticos, el KCl y el alcohol. En relacién
a los estudios sobre la accion de los corticoides son poco concluyentes y se piensa que
pueden lesionar la mucosa gastrica ocasionalmente a dosis elevadas (Mufioz 2014).

La clasificacion de los tipos de Ulceras que se encuentran en la bibliografia son

innumerables, sin embargo la clasificacion de Johnson es la mas utilizada (Cuadro 5).

Cuadro 5. Clasificacion de Johnson de las ulceras gastroduodenales (Ancheta,
2011; Guzman, 2011).

Clasificacién Descripcion

TIPO | Ulceras Unicas en la curvatura menor

TIPO Il Ulceras gastricas asociadas con ulcera
duodenales

TIPO III Ulceras pre-piléricas

TIPO IV Ulcera gastrica alta (cerca al fondo)

TIPOV Estdbmago con ulcera multiples
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Las ulceras pépticas o ulcus son una lesion de la piel o membrana mucosa, crateriforme
(con forma de un crater al perderse parte del tejido) y con escasa o nula tendencia a la
cicatrizacion. Este tipo de ulcera péptica afecta la mucosa que recubre el estbmago o el
duodeno (la primera parte del intestino delgado). Su formacion es por defectos de la mucosa
gastrointestinal que se extiende por la lamina muscular de la mucosa y que persisten como
consecuencia de la actividad acido péptico del jugo gastrico. Desde 1980 se revoluciono el
conocimiento acerca de los mecanismos de las ulceras pépticas. Hay pruebas de que la
Ulcera péptica ocurre primordialmente en dos formas: la que se relaciona con H. pyloriy la
vinculada al consumo de antiinflamatorios no esteroideos. Por otro lado, se ha observado
que al igual que con las ulceras duodenales, la erradicacion de la infeccion por lo general

cura la enfermedad, en caso que la uUlcera gastrica no se deba a los AINES (Beales, 2015).

2.7 Farmacos utilizados para el tratamiento de la gastritis

Dentro de los farmacos mas utilizados para estas afecciones existen los compuestos con
pH alcalino, como las sales de aluminio y magnesio, disminuyendo la sensacion de malestar
sin embargo provocan efectos de rebote, los medicamentos inhibidores de la bomba de
protones (IBP), los cuales actuan reduciendo la produccién de acido, tales farmacos son:
Omeprazol, Pantoprazol, Lansoprazol y Rabeprazol. Otros farmacos son también los
inhibidores de histamina H2 cuyo mecanismo es bloquear la accion de la histamina a través
del bloqueo de sus receptores. disminuyendo la produccion de acido gastrico (p.e.
Ranitidina y Famotidina) y farmacos como el subsalicilato de Bismuto sin embargo dentro
de los efectos adversos son estrefiimiento, lengua negra, heces obscuras, tinnitus (una

sensacion de zumbido en los oidos) (Medina, 2011).

Dentro de las principales proteinas afectadas en procesos gastricos y que pueden ser

indicadores de inflamacion, lesidn y respuestas inmunolégicas son las citocinas,
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interleucinas (IL), COX-1 y COX-2, TNF- a, por mencionar algunos, que pueden dar pauta

a la investigacion de nuevos farmacos.

2.8 Propiedades generales de las citosinas

Las citocinas son un grupo de proteinas o glicoproteinas secretadas, de bajo peso
molecular (por lo general menos de 30 kDa) Aunque existen muchos tipos de células
productoras de citocinas, dentro del sistema inmune natural, los macréfagos son las células
mas comprometidas en la sintesis de citocinas, mientras que en el sistema inmune
especifico son las células T colaboradoras (TH) ya que sus citocinas son esenciales para
que se produzca la respuesta inmune, una vez activadas por el contacto con las
correspondientes CPA (células presentadoras de antigeno). Se unen a receptores
especificos de la membrana de las células donde van a ejercer su funcion, iniciando una
cascada de transduccién intracelular de sefal que altera el patron de expresidon génica, de
modo que esas células diana producen una determinada respuesta biolégica. La produccién
de las citocinas suele ser breve (transitoria), limitada al lapso de tiempo que dura el estimulo
(es decir, el agente extrafio) En muchos casos ello se debe a que los correspondientes
ARNmM tienen una corta vida media (Narro, 2009).

A continuaciéon se describen algunas de las citocinas de interés debido a su accién en el
sistema gastrointestinal.

2.8.1 Ciclooxigenasa

La ciclooxigenasa productoras de prostaglandina. Es inhibida por los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) como la aspirina. Las prostaglandinas son un conjunto de sustancias de
caracter lipidico derivadas de los acidos grasos de 20 carbonos (p.e. eicosanoides), que
contienen un anillo ciclo pentano y constituyen una familia de mediadores celulares, con
efectos diversos, a menudo contrapuestos. Las prostaglandinas afectan y actuan sobre
diferentes sistemas del organismo, incluyendo el sistema nervioso, el tejido liso, la sangre

y el sistema reproductor; juegan un papel importante en regular diversas funciones como la
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presién sanguinea, la coagulacion de la sangre, la respuesta inflamatoria alérgica y la

actividad del aparato digestivo (Lépez ,2013).

La ciclooxigenasa 1 (COX-1), tiene como funcion la regulacion de la proliferacion de
las células normales o neoplasticamente transformadas. La COX-1 es constitutiva en todos
los tejidos especialmente en rifion y el tubo gastrointestinal. Participa en la produccion de
prostaglandinas que intervienen en procesos fisioldgicos tales como: proteccion del epitelio
gastrico, mantenimiento del flujo renal, la agregacion plaquetaria, la migracién de neutrdfilos
y también se expresan en el endotelio vascular. Se encuentra asociada al reticulo
endoplasmico de las células. Se han descrito dos pequefias isoformas (PCOX-1a y PCOX-
1b) de la COX-1. Estas proteinas derivan de un splicing alternativo del RNA mensajero del

gen de la COX-1.

La ciclooxigenasa 2 (COX-2), tiene como funciéon mediar en los procesos de inflamacion y
en la senfalizacion por prostanoides. La COX-2 se expresa tras induccién inflamatoria,
aunque es constitutiva en SNC y rindn. La expresion de la COX-2 es provocada por diversos
mediadores inflamatorios (Interferdn y, factor de necrosis tumoral a, Interleucina 1, factores
de crecimiento, etc.), en diversas células (monocitos, macrofagos, células endoteliales,
sinoviocitos, condrocitos y osteoblastos) y tejidos (aparato reproductor, sistema nervioso
central, estdmago, rindn, pulmon y ciertos tejidos afectados por procesos neoplasicos). Se

encuentra asociada a la envoltura nuclear de las células.

La ciclooxigenasa 3 (COX-3), son isoformas de la COX-1, se ha observado en humanos
una abundante expresion del RNA mensajero de la misma en el cortex cerebral y el corazén.
La inhibicion de esta isoforma podria estar relacionada con el efecto antipirético de muchos

AINE's (Sistemas de Nutricion, 2013).

La afinidad de cada receptor hacia su citosina correspondiente suele ser bastante alta, del

orden del (10-15 Molar) a picomolar (10-12 pM). Al igual que con las hormonas, la accion
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de las citocinas se puede clasificar en: autocrina, paracrina, endocrina clasica (en pocas
ocasiones) estructura proteica, muchas de las citocinas pertenecen a la llamada familia de
las hemopoyetinas, y tienen estructuras terciarias parecidas: una configuracion a base de

un conjunto de cuatro hélices alfa, con escasos dominios en lamina beta.

2.8.2 Principales tipos de respuesta por la accién de las citocinas

Generalmente actuan como mensajeros intercelulares produciendo:

a) Activacion de los mecanismos de inmunidad natural como es la activacion de los
macrofagos y otros fagocitos; la activacion de las células NK; activacion de los eosindfilos

y la induccién de la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado

b) Activacion y proliferacion de células B, hasta su diferenciacion a células plasmaticas

secretoras de anticuerpos.

c) Intervencién en la respuesta celular especifica.

d) Intervencion en la reaccion de inflamacién, tanto aguda como cronica.

e) Control de los procesos hematopoyéticos de la médula dsea.

f) Reparacion tisular.

Las citocinas siendo inespecificas respecto del antigeno, pueden ejercer acciones de modo

especifico (Figura 7). Son varios los mecanismos que explican esta particularidad:

a) Regulacion muy fina de los receptores de cada citocinas: los receptores se expresan en

determinadas células una vez que éstos han interaccionado con el antigeno

b) Requerimientos de contactos estrechos célula a célula: la citocinas solo alcanza

concentraciones adecuadas para actuar en el estrecho espacio que queda entre dos células
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que interactuan, por ejemplo las "bolsas" que se forman en el complejo TH: B, donde se

alcanzan mejor esos niveles de citocinas.

c) Corta vida media de las citocinas en sangre y fluidos: lo que asegura que sélo van a

actuar en un estrecho margen de tiempo, en las cercanias de la zona donde se produjeron.

Figura 7. Accidn de las citosinas sobre la célula (William, 2004)

2.8.3 Receptores de citocinas

Existen diferentes clases de receptores de membrana para citocinas, pero se pueden agrupar en
seis familias: receptores de la super familia de las inmunoglobulinas que poseen varios dominios

extracelulares de tipo IgG (Figura 8).

Como ejemplo: IL-1A, IL-1B, IL-16. Receptor de factores de crecimiento hematopoyéticos o clase I.
Pertenecen a la familia de receptores alfa, beta y gamma. Se han reconocido en este grupo, las
siguientes citocinas: IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, GM-CSF (factor estimulante de

colonias granulocitos-monocitos) y G-CSF (Factor estimulador de colonias de Granulocitos).
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Figura 8. Vias de las citocinas (William, 2004).

vl e e

El receptor para el GM-CSF (Figura 9) se expresa en los PMN como una clase unica de

alta afinidad (kD de 199 pM; entre 300 a 2800 receptores por célula).

Figura 9. Receptores de Interleucina (William, 2004).
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Los progenitores mieloides, eritrocitos, células dendriticas, megacariocitos, células
plasmaticas, ciertos linfocitos T, células endoteliales, eosindfilos, macréfagos, monocitos y
células mieloides leucémicas expresan receptores, las dos ultimas de afinidad intermedia
(kD de 10 a 40 pM) y el resto de baja afinidad (Kd<2pM) familia de receptores de
interferones o familia de clase Il: tienen receptores alfa y beta. Ejemplos: interferon (IFN-a
y B) y el IFN- y. Familia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral: sus miembros se
caracterizan por un dominio extracelular rico en cisteinas. Ejemplos de ligandos: TNF- q,
TNF- B, CD40. Familia de receptores de quimiosinas: son proteinas integrales de
membrana con 7 hélices alfa insertas en la bicapa lipidica. Interaccionan con la porcion
citoplasmatica con proteinas de sefalizacion triméricas (Proteina G) que unen GTP.
Ejemplos: IL-8, RANTES, PAF (Factor activador de plaquetas) receptores de factores de
crecimiento transformante (TGF): pertenecen a ésta familia TGF a y TGF 3. La mayor parte
de los receptores de citocinas del sistema inmune pertenecen a la familia de clase | (de
receptores de hematopoyéticas) todos sus miembros tienen en comun una proteina anclada
a membrana, con un dominio extracelular en el que hay al menos un motivo caracteristico
llamado CCCC (cuatro cisteinas cercanas en posiciones equivalentes) y el llamado motivo
WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser) tras su porcion transmembrana se encuentra una larga cola

citoplasmatica con ciertas tirosinas susceptibles de fosforilacion (Douglas, 1987).

La mayor parte de los receptores de clase | (Figura 10) poseen dos proteinas de membrana:
Cadena alfa, que es la subunidad especifica de la citocinas sin capacidad de enviar sefiales
al citoplasma; cadena beta, una subunidad transductora de sefial que a menudo no es
especifica de una sola citocinas, sino que es compartida por receptores de otras citocinas,
este hecho permite explicar dos cualidades a las que ya hemos aludido: la redundancia y

el antagonismo.
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Figura 10. Receptores de Clase | (William, 2004).

2.8.4 Factores de necrosis tumoral

El factor de necrosis tumoral (TNF) tiene un importante rol en el sistema inmunitario del
huésped. Es un mediador de la inflamacion local, vital para mantener localizadas las
infecciones. La liberacién de TNF-a produce activacion local del endotelio vascular,
liberacién de 6xido nitroso con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular. Esto
lleva al reclutamiento de las células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento,
provocando la activacién de los linfocitos T y B. También aumenta la activacion y adhesion
plaquetaria y probablemente, la oclusién vascular sea la causa de la necrosis tumoral de
donde proviene el nombre. Las acciones del TNF se deben a sus ligaduras a dos receptores
celulares diferentes que se hallan en células distintas como neutrdfilos, células endoteliales

y fibroblastos. Ademas estos receptores se encuentran en estado solubles en el suero y en
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el liquido sinovial. Aunque localmente los efectos del TNF-a son benéficos,
sistematicamente pueden llevar a sindromes como el shock séptico y la coagulacion
diseminada. En la artritis reumatoide (AR) se demostré un aumento de TNF-a sérico,
aumento de los productos de los macréfagos (TNF-a, IL-1, IL- 6, e IL-8) en el liquido y tejido
sinovial, en correlacion con la severidad de la enfermedad y, lo mas importante, mejoria
clinica cuando la terapéutica se dirige contra TNF. Son posibles dos nuevos enfoques para
disminuir la actividad de TNF: tratamientos con anticuerpos anti-TNF-a y la administracion

de receptores solubles de TNF (Flores, 2002).

En el Cuadro (6) se muestra el resumen de los principales efectos de la citocinas: IL-1 a IL-

18 y en el Cuadro (7) se muestran los efectos para interferones, TNF y CSF.
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Cuadro 6. Principales efectos de las citocinas (Flores, 2002).

UNAM Pagina 31



Cuadro 7. Descripcion de las citocinas y su actividad tumoral (Flores, 2002).

Debido a los diversos factores que pueden ocasionar gastritis y ulceras asi como la

diversidad de familias de medicamentos con diferentes mecanismos de accién para el
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tratamiento, los efectos adversos son el principal factor para la busqueda de nuevos
tratamiento alternativos, siendo la fitofarmacologia una herramienta que nos permite
realizar estudios para evaluar componentes naturales ya sea de frutos o plantas que
pueden tener efectos terapéuticos (Vanaclocha, 2006). Una alternativa al uso de farmacos
es el uso de plantas; como Rubus fructicosus 'y extractos de frutos como el Citrus Limonum

Risso (Waldman, 2010).

2.9 Rubus fructicosus (Hoja de zarzamora)

Las hojas de Rubus fructicosus son imparipinnadas, compuestas por 3 o 5 foliolos
peciolados y puntiagudos, bastante variables, de forma eliptica ovada u obovada, con borde
dentado o aserrado, de color verde oscuro por el haz y blanco-tomentoso por el envés. Esta
especie de planta perteneciente a la familia de las rosaceas (Salazar, 2006; Sanchez,

2008).

Figura 11. Hoja de zarzamora (JK Marlow s080423 a2April Roadside Greenville
County SC).
2.9.1 Taxonomia

SUPERREINO: Eukaryota
REINO: Plantae
PHYLUM: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida

SUBCLASE: Rosidae
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ORDEN: Rosales
FAMILIA: Rosaceae
SUBFAMILIA: Rosoideae
GENERO: Rubus
ESPECIE: fructicosus

2.9.2 Propiedades vulnerarias y valor nutricional

Las hojas y los tallos jovenes de las zarzamoras constituyen uno de los mejores vulnerarios
porque sirven para remediar las llagas y heridas de la piel. La zarzamora constituye una de
las plantas vulnerarias mas reconocidas como son el tratamiento contra ulceras de la piel,
ulceras o llagas en la boca (aftas bucales), anginas, forunculos, inflamaciones de lengua y
laringe, problemas de encias y tratamiento externo de las hemorroides. Asi mismo es
importante mencionar las propiedades antiinflamatorias de algunos de sus componentes
(estigmasterol y acidos ascérbico, clorogénico, ferulico y ursolico) que ayudan a disminuir

la hinchazon que se produce en muchas de las heridas.

Todas estas propiedades combinadas hacen de esta planta un buen aliado para el
tratamiento de las heridas externas; el liquido resultante de la infusidon de un punado de
hojas ayuda a cicatrizar lesiones, llagas o ulceras externas en las piernas, las manos u otras
partes externas del cuerpo, combatiendo la pus (Juarez, 2015). Por otro lado los frutos de
zarzamora contienen un elevado porcentaje de agua, alrededor del 80% de su peso total.
Posee vitaminas especialmente las vitaminas C, E y A, sales de calcio, potasio, hierro,
manganeso y acidos organicos (malico, citrico, lactico, succinico, oxalico y salicilico).
Tienen un alto contenido en fibra, sin embargo, lo que en realidad caracteriza a estas frutas
es su abundancia de pigmentos naturales que ademas de conferirle su color y sabor
caracteristico tienen accion antioxidante. Ademas, este alimento cuenta con una serie de
acidos naturales con propiedades anticancerosas (Acidos clorogénico, fertlico, ursélico y

malico) (Wrolstad et al., 1980; Cajuste et al., 2000; Rieger, 2006). Ademas de otros
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compuestos como son los taninos hidrolizables, hidroquinona, arbutina, flavonoides,
pequenas cantidades de aceite esencial, goma vy lipidos, y acido citrico; que estan

presentes en las hojas de Rubus fructicosus.

2.9.3 Hidroquinona

La hidroquinona produce despigmentacion reversible de la piel al impedir los procesos
metabdlicos de los melanocitos. En particular inhibe la enzima tirosinasa, que transforma la
tirosina en melanina. Consecuentemente, se altera la estructura de los melanomas, lo que
puede ocasionar un descenso de la produccion o un incremento de la degradacion de estos
organulos, o ambos procesos a la vez. Ademas, se ha comprobado, que la hidroquinona
induce efectos necroéticos sobre el melanocito, a través de un dano intracelular directo. El
1,4-Dihidroxibenceno (Figura 12), es el nombre quimico de esta sustancia, la apariencia
fisica de la hidroquinona perteneciente a la familia quimica de los fenoles, es un polvo
blanco cristalino, inodoro, que se combina facilmente con el oxigeno, provocando una
reaccion de oxidacion, ademas, reacciona con la luz solar y en una reaccioén fotoquimica
tiende también a oscurecer. La hidroquinona se utiliza también como bronceador de la piel
y en la elaboracién de productos quimicos para el revelado de fotografia y radiografia

(Gonzalez, 2002).

HO OH

Figura 12. Estructura quimica de la Hidroquinona (Juarez, 2015).

2.9.4 Arbutina

La arbutina esta presente en un sin numero de plantas, se extrae de las hojas de guayaba
(Arctostaphylos uva-ursi) (Hernandez, 2008) arandano, zarzamora, como también en la

mayoria de los tipos de pera; es un precursor de la hidroquinona, la cual como ya se habia

UNAM Pagina 35



mencionado anteriormente posee propiedades antimicrobianas, astringentes y
desinfectantes (Sanchez, 2008) y es menos citotdxica que ésta, lo que la hace una

alternativa segura en el tratamiento de hipercromias.

Actua como un inhibidor reversible de la tirosinasa, la arbutina no se hidroliza para liberar
la hidroquinona, por lo que ésta no es la responsable de la inhibicion de la melanogénesis;
se ha demostrado que la arbutina inhibe la produccién de melanina en cultivos de
melanocitos humanos, lo que apoya su uso en el vitiligo y otras afecciones cutaneas de
este tipo (Pefia B. Constanza, et. al., 1998). Se utiliza en forma de cremas, lociones y geles
blanqueadores, sola o en combinacion con otros agentes despigmentantes. Es utilizada
como blanqueante y despigmentante en productos cosmeéticos por su accion inhibidora de
la formacion de melanina. Tradicionalmente se ha utilizado como desinfectante urinario por

su actividad diurética, antimicrobiana y antiinflamatoria (Pharmabooks, 2010).

Estructuralmente, los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten
un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A
y B) ligados a través de un anillo C de pirano (Figura 10). La actividad de los flavonoides
como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de
la relaciéon estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica (Rivas, 2002 y
Juarez, 2015). Estos compuestos se distribuyen en las plantas vasculares de manera
ubicua y la variedad de sus propiedades bioldgicas ha llamado poderosamente la atencion

de los investigadores, de modo que, hoy dia, es el grupo de polifenoles mas estudiado.

Figura 13. Polifenoles y Flavonoides (Juarez, 2015).
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Dentro de las propiedades que se han descrito para los flavonoides son antioxidantes,
antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplasicas,
antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras (Hassimotto, 2008; Alvarez,
2003; Orallo, 2003). Las antocianinas son colorantes naturales que pertenecen a la familia
de los flavonoides y son los responsables de color rojo intenso a colores azules o morados.
Son pigmentos solubles en agua. Las antocianinas son pigmentos responsables de la gama
de colores que abarcan desde el rojo hasta el azul de muchas frutas, vegetales y cereales.
Elinterés en estos pigmentos se ha intensificado gracias a sus posibles efectos terapéuticos
y benéficos, asi como a su potencial antioxidante ayudan en la reduccion de la enfermedad
coronaria, los efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos;
ademas del mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo, asi como
proteccion contra la radiacién solar. En promedio 100 g de fruta fresca en el caso de la
zarzamora contienen de 83 a 326 mg de antocianinas. Se encuentran ampliamente
distribuidos (aunque no en concentraciones altas) en flores y frutos principalmente en los
granos o semillas, ademas de que juegan un papel muy importante en el mecanismo de

proteccion de las plantas al ataque de insectos (Hassimotto, 2008; Garzén, 2008).
2.9.5 Taninos

Los taninos (Figura 14) son metabolitos secundarios de las plantas, los taninos comprenden
un grupo heterogéneo de polifenoles en plantas, solubles en agua, y tienen un peso
molecular de entre 500 y 3000D usualmente dan reacciones fendlicas (coloracion azul con
cloruro de hierro lll, y precipitan con alcaloides, gelatinas y otras proteinas). Contienen
suficientes grupos fendlicos hidroxilo que permiten la formacion de enlaces estables con las

proteinas (Santos, 2000; Scalbert, 2000).
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Figura 14. Clasificaciéon de los taninos (Van Ree, 2001)

Los alimentos ricos en taninos tienen una caracteristicas astringentes al probarlos, debido
a los enlaces con las proteinas. Tienen una gran importancia en el procesamiento de
alimentos, maduracion de los frutos, y la elaboracion de té, chocolate y vino. Se utilizan
como agentes clarificantes y antioxidantes en el vino, cerveza y la industria de jugos de
frutas. Los taninos tienen un papel importante en la cicatrizacidén ulcerosa y hemostatica,
al detener el sangrado. Al constrefir los vasos sanguineos ayudan a la coagulacion de la

sangre y, por tanto, contribuyen a la curacion de las heridas (Juarez, 2015).
Otro de los productos de interés debido a la amplia gama de usos terapéuticos es el limon.
2.9.6 Citrus limonum Risso (Limén)

El fruto Citrus limonun Risso (limoén, Figura 15) es un hesperidio de hasta 12.5 cm, de
corteza gruesa y de un amarillo fuerte cuando esta bien maduro. Cultivado por sus frutos y
como arbol de jardin en zonas célidas mediterraneas junto al mar. Probablemente deriva

de las especie " Citrus medica L.", natural de la India.
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Figura 15. Citrus limonum Risso (Fundacion Wikimedia, Inc.)

2.9.7 Taxonomia

Reino: vegetal

Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledonea
Orden: Rutae

Familia: rutaceas
Género: Citrus
Subgénero: Eucitrus

Especie: Citrus limonum Risso

2.9.8 Componentes activos

Los principales componentes son flavonoides: hesperiddsido, limocitrina en el pericarpio de
los limones espafioles. Acidos: Ascérbico (Vitamina C ), citrico, caféico (fruto) - Aceite
esencial : rico en isopulegol, alfabergamoteno, alfa pineno, alfa terpineno, alfa tujeno, beta
bisolobeno, beta bergamoto, beta felandrio, citral, imoneno y sabineno, cafeina en hojas,

pectina y minerales como el potasio y calcio (Hassimotto, 2008; Garzon, 2008).
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2.9.9 Propiedades terapéuticas

Dentro de las propiedades medicinales atribuibles al aparato digestivo son en casos de
intestinos demasiado proclives a una defecacién excesiva, resulta util para detener diarreas,
para problemas digestivos, ademas de propiedades anti-ulcéricas que le confiere el beta
bisolobeno, eliminando la acidez gastrica. Se utiliza en caso de insuficiencia hepatica, por
estimular el higado, Antiescorbutico y vitaminico: (debido al alto contenido de vitamina C),
y mineralizaste, siendo muy rico en potasio y calcio, ademas de su capacidad para
regenerar los glébulos blancos lo hace muy adecuado para potenciar las defensas del
organismo, previniendo la aparicion de muchas enfermedades. Con respecto a las
propiedades quimicas del limoén se observa claramente que tiene un alto contenido en

calcio, fésforo, potasio, carbohidratos, fibra, proteina, vitamina A y vitamina C.

Por otro lado, podemos mencionar que ambos extractos (Rubus fructicosus y Citrus
Limmonun Risso) presentan agentes antioxidantes y estos tienen la capacidad de
regeneracion de la mucosa intestinal, la cicatrizacion y podrian ser utilizados como agentes
gastroprotectores siendo una excelente opcion de tratamiento alternativo por sus diversas
propiedades y nula respuesta a reacciones adversas y de dano a futuro en los 6rganos

diana (estobmago, higado y rifiones principalmente) (Hassimotto, 2008; Garzén, 2008).

3. JUSTIFICACION

Actualmente el uso de las plantas medicinales en los tratamientos para diversas
enfermedades ha permitido establecer una fuente alternativa de remedios de bajo costo
que ofrecen productos confiables y con menores efectos adversos al consumidor y
responsables con el medio ambiente y que ademas poseen una actividad terapéutica, ya
sea para prevenir o para aliviar las enfermedades que contribuya a racionalizar y

modernizar las terapias actuales de medicina clasica, ajustandose a los requisitos basicos
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de seguridad, calidad y eficacia. Por lo anterior, en este trabajo se propuso determinar la
actividad de TNF-a, COX-2 y IL-1B vy la relacion con los efectos regenerador y cicatrizante
mediante la evaluacion inmunohistoquimica en estomagos de ratas, que fueron tratadas
con los extracto acuoso de las hojas de zarzamora (Rubus fructicosus) y de limén (Citrus

limonum Risso) donde previamente se demostré dichos efectos.

4. OBJETIVO

Determinar la actividad de las citocinas TNF- a, IL-1B y COX-2 mediante
inmunohistoquimica en estdmagos de rata previamente inducidos a ulcera gastrica
previamente tratados con los extractos acuosos de Rubus fructicosus y Citrus Limonun
Risso.

5. HIPOTESIS

Dado a los componentes (flavonoides, taninos, antioxidantes y el acido citrico) presentes
en los extractos acuosos de Rubus fructicosus y Citrus Limonum Risso, que actuan de
forma directa en los procesos antiinflamatorios y de cicatrizacién, se espera que disminuya
la presencia de las citosinas TNF- a, IL-1B Y COX-2 en las muestras de los estdbmagos de
las ratas.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Material Vegetal

El material vegetal (hojas de zarzamora; Rubus fructicosus) y el fruto (limoén; Citrus
Limonum Risso) fueron obtenidos del Mercado de Sonora, y se realizo la inspeccion visual
del material vegetal proporcionado para determinar sus caracteristicas fisicas: forma, color,

olor y apariencia, respectivamente.
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6.1.2 Reactivos

Para los controles positivos se utilizé Ranitidina (Ranisen, Jensen ®), Famotidina (Genfar,
Sanofi ®), Omeprazol (Genoprazo, Genoma Lab®), Pantoprazol (Pantop, Nicomed®) y

Bisulfato de Bismuto (Pepto Bismol ®).

6.1.3 Reactivos biolégicos

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 150g + 50 g de peso. Las especies animales
utilizadas fueron proporcionadas y alojadas por la unidad de Bioterio de la Facultad de
Quimica, UNAM. Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz,
temperatura y humedad, con acceso de alimentos y agua ad libitum, de acuerdo a la NOM-
062-Z00-1999. “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio”. Asi mismo, en la realizacion de este trabajo se tomaron en
consideracion los procedimientos éticos descritos en la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio, asi como los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio

(BPL).

6.2 Obtencion de los extractos acuosos de Rubus fructicosus y Citrus limonum risso

La obtencion del extracto acuoso de las hojas de zarzamora (Rubus fructicosus) se realiz
por el método de infusidn, primero se llevd a cabo el proceso de desecado, mediante la
extension de las hojas en una charola de acero inoxidable a temperatura ambiente. Una
vez que las hojas estuvieron secas, se realizé la fragmentacién de estas para aumentar la
superficie de contacto y asi extraer los componentes. Para realizar la infusién, se pes6 12.5
g del material vegetal seco en una balanza analitica (Mettler Toledo) y se depositdé en un
matraz bola de 250 ml, se vertid 125 mL de agua destilada y se llevo a ebullicion. Se filtrd
por gravedad. Se realizaron las diluciones pertinentes para obtener la concentracion final

de [100mg/mL] del extracto (Mufioz, 2013). En el caso del extracto de Citrus Limonun
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Risso, se pesaron 5 frutos verdes y fueron exprimidos extrayendo el contenido, previamente
filtrado. Se realiz6 la descripcion de color, olor y se determiné el pH para ambos extractos.
Posteriormente para la induccién de la ulcera gastrica en ratas (Figura 16) se administro
etanol absoluto 30 minutos antes de la administracion de los extractos (Rubus fructicosus
y Citrus limonum Risso) y de los controles positivos de forma independiente
correspondientes (Modelo E/T, para determinar el efecto de regeneracion o cicatrizacion
del tejido) donde en cada grupo se utilizd una n=5 animales, después de la hora post-
administracion se realiz6 la eutanasia y se fijaron los estomagos en formaldehido al 10%
para su posterior inclusion en parafina (Mufioz, 2014). Se realizdé el mismo procedimiento
para el modelo T/E, en donde primero se administré el tratamiento y posteriormente se

indujo las lesiones con EtOH para determinar el efecto gastroprotector.

La figura (16) muestra el diagrama, que se empleo para inducir ulcera gastrica a las ratas

wistar y obtener las muestras de estomago dafado.

Fesar v marcar las ratas

!

Administrar porvia oral1 mlde
etanal para induecir ulcera gastrica v
esperar 1hr, Posternomente

v

Administrar 1ml de extractoy los mli
corres pondientes delmedicam ento
deacuerdoal pesode la rata dejar
pasar 32 min. Posterdnoments

*

Eutanasia vy extraccian del
estomago

.

Analisis macroscapicoy
microscopico

+

Almacen

Figura 16. Diagrama de método, para analizar efecto cicatrizante.

Para la inclusion de los tejidos en parafina, se realizé la deshidrataciéon de los tejidos

mediante el esquema de Etano/Xilol de 30 al 100% respectivamente, posteriormente se
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incluyeron en parafina, cada uno de los bloques fueron debidamente identificados para su
posterior uso. Se realizaron cortes de micras mediante un en micrétomo y se fijaron el
portaobjetos para posteriormente realizar la técnica inmunohistoquimica utilizando como
anticuerpos primarios Alexa 480 y secundarios Anti-rabit de fluorescencia se ley6 y se
determinaron las densidades Opticas para cada proteina evaluada. Se recopilaron los datos
del numero de lesiones y areas para cada uno de los grupos evaluados asi como de las
densidades opticas de las proteinas TNF- a, IL-18 Y COX-2. La figura (17) muestra el

diagrama que se empleo para la técnica de inmunohistoquimica.

Para el andlisis de los resultados se realiz6 el Analisis de varianza de una via (Anadeva) o
Kruskal-Wallis dependiendo de si los datos cumplen con la prueba de normalidad y
equivalencia, con p<0.05, se utiliz6 como prueba post-hoc: Dunnet’s para comparaciéon de

medias.
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Obtencidn del tejido

!

Deshidratacion del tejido siguiendo
el siguiente esquema:
Etanol/ Xilol 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 y 100%

!

Se mantiene en inclusién parafina
para Histologia

!

Se desparafina unicamente los
tejidos que se van a trabajar

!

Inclusion de parafina en bloques
individuales y congelar

!

Retirar del congelador y templar

!

Corte en micrétomo
(5 micras)

!

Adherir en portaobjetos por
diferencia de temperaturas

I

Colocar portaobjetos en horno a
40°C para desparafinizar.

Rehidratar el tejido siguiendo el
siguiente esquema:
Etanol/ Xilol 30, 40, 50, 60, 70, 80,

— 90 y 100

!

Fijar y refrigerar por 24hrs

!

Meter a bafio maria en un vaso
koplin por 15min a una
temperatura de 45°C

!

Retirar de la olla el vaso, dejar
templar por 10 min a temperatura
ambiente, sacar las laminillas del
koplin y hacer enjuagues con SSI

!

Dejar a temperatura ambiente por
10 min y agregar Ac primario dejar
reposar 24hrs en refrigeracion

!

Agregar Ac primario Alexa 480 y
secundario y Anti-rabit de

fluorescencia
i Tomar
. . fotografia y
Observar al microscopio > >
P analizar las
imagenes

Realizar densitometria

!

Figura 17. Diagrama del procedimiento de
inmunohistoquimica
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7. RESULTADOS
En Figura (18) se muestra un ejemplo de un estdbmago de rata fijado con formaldehido al

10 % obtenido en la experimentacion.

N\

Figura 18. Estdmago de rata fijado con formaldehido.

7.1. Efecto regenerador (Modelo E/T)
7.1.2. Areas de lesion (E/T)

En la Figura (19). se muestran las areas de las lesiones observando el efecto regenerador
(E/T) de los extractos acuosos de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL].Se
observa disminucion de las areas en ambos extractos comparados con el control positivo
(Etanol: EtOH), no asi para los grupos tratados con Ranitidina y Famotidina en donde el
area de lesion fueron mayores, en relacion al Omeprazol y Pantoprazol las areas fueron
similares a las obtenidas con el EtOH, a pesar de estas tendencias las diferencias
encontrada fueron con respecto al grupo administrado con acido citrico y el extracto de
Citrus limonum Risso (ANADEVA de una via, post-hoc Dunnett’s; diferencias
estadisticamente significativas a p<0.05 con respecto a su control positivo etanol (EtOH),

F19,0.007=3.6804, P<0.05).

UNAM Pagina 46



Figura 19. Grafica de area de lesion (mm?) en estomagos de rata
Vs. Tratamiento, modelo (E/T)

T —
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Figura 19. Area de lesién (mm?) en estomagos de rata Vs. Tratamiento, modelo (E/T). Cada
barra representa el promedio del Area de lesién (mm?) + D.E. Donde Ctrl: control, Ran:
Ranitidina, Fam: Famotidina, Ome: Omeprazol, Pan: Pantoprazol, EtOH: Etanol, Pepto:
Subsalicilato de bismuto, Cit: acido citrico, Lim: extracto acuoso de Citrus limonum Risso y
Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias significativas a p<0.05 Vs. EtOH.

7.1.3. Namero de lesiones (E/T)

En la Figura (20), se muestra el numero de lesiones con respecto a los grupos evaluados,
en donde se observa que para los grupos que fueron administrados con Ranitidina,
Famotidina, Omeprazol y Pantoprazol el numero de lesiones fue similar al control positivo
(EtOH) y con respecto a los grupos administrados con el extracto acuoso de Rubus
fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], acido citrico y subsalicilato de bismuto el
nuamero de lesiones disminuyeron significativamente (ANADEVA de una via, post-hoc
Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 con respecto a su control

positivo etanol (ETOH), H19,0.007=18.017, P<0.035).
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Figura 20. Grafica numero de lesiones en funcién del tratamiento, modelo (E/T)

Figura 20. Numero de lesiones en funciéon del tratamiento, modelo (E/T). Cada barra
representa el niumero de lesiones * D.E., en donde Ctrl: control, Ran: Ranitidina, Fam:
Famotidina, Ome: Omeprazol, Pan: Pantoprazol, EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de
bismuto, Cit: acido citrico, Lim: extracto acuoso de Citrus limonum Risso y Zarza: extracto
acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias significativas a p<0.05 Vs. EtOH.

7.2. Efecto gastroprotector, (Modelo T/E)

7.2.1. Areas de lesién (T/E)

En la Figura 21, se muestran las areas de lesién en funcién de los tratamientos, en donde
se observa que todos los grupos tuvieron una menor area de lesion al ser comparados con
el grupo control (EtOH), sin embargo para los grupos administrados con Ranitidina,
Famotidina, Omeprazol y Pantoprazol el area fue similar, pero mayor a los grupos
administrados con acido citrico, subsalicilato de bismuto, extracto de Rubus fructicosus y
Citrus limonum Risso [10 mg/mL], encontrandose diferencias significativas en estos grupos
con respecto al grupo control ya que el promedio del area de lesiones (mm?) fue
<0.5,(ANADEVA de una via, post-hoc Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas

a p<0.05 con respecto a su control positivo etanol (ETOH), H19,0.007=21.898, P<0.009).
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Figura 21. Area de lesion (mm2) en estémagos de rata Vs. Tratamiento, modelo (T/E)

AREAS (mm?)
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a
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Figura 21. Area de lesién (mm2) en estémagos de rata Vs. Tratamiento, modelo (T/E).

Cada barra representa el promedio del Area de lesién (mm2) % D.E. Donde Ctrl: control, Ran:
Ranitidina, Fam: Famotidina, Ome: Omeprazol, Pan: Pantoprazol, EtOH: Etanol, Pepto:
Subsalicilato de bismuto, Cit: acido citrico, Lim: extracto acuoso de Citrus limonum Risso y
Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias significativas a p<0.05 Vs.
EtOHfructicosus.* diferencias significativas a p<0.05 Vs. EtOH.

7.2.2. Namero de lesiones, en el modelo (T/E)

En la Figura 22, donde se muestra el numero de lesiones en funcién del grupo administrado
en el modelo (T/E) para determinar el efecto gastroprotector, se muestra que el numero de
lesiones en los grupos administrados con Ranitidina, Famotidina, Omeprazol y Pantoprazol
fueron similares al numero de lesiones al grupo control (EtOH) y con respecto a los grupos
administrados con acido citrico, subsalicilato de bismuto y los extractos acuosos de Rubus
fructicosus 'y Citrus limonum Risso [10 mg/mL] el numero de lesiones fue menor (2 lesiones)
en relacioén al control cuyo promedio fue de aproximadamente 6 lesiones, siendo diferentes
estadisticamente significativos (Anadeva de una via, post-hoc Dunnett’'s; a p<0.05 con

respecto a su control positivo etanol (ETOH), H19,0.05=13.074, P<0.0159).
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Figura 22. Numero de lesiones en funcion del tratamiento (T/E)

Figura 22. Numero de lesiones en funcién del tratamiento, modelo (T/E). Cada barra
representa el niumero de lesiones * D.E., en donde Ctrl: control, Ran: Ranitidina, Fam:
Famotidina, Ome: Omeprazol, Pan: Pantoprazol, EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de
bismuto, Cit: acido citrico, Lim: extracto acuoso de Citrus limonum Risso y Zarza: extracto
acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias significativas a p<0.05 Vs. EtOH.

7.3. Descripcion macroscopica y microscopica del efecto regenerativo (E/T) de los
estomagos de rata

En el Cuadro (8), se muestra la descripcidon macro y microscopica de los estdmagos de rata
en funcion del tratamiento administrado, en el modelo para determinar el efecto regenerador
(E/T,) en donde se muestra la diferencia entre el grupo de control negativo, el cual no fue
sometido a ningun tratamiento ni administracion de EtOH previo y el grupo control positivo
(EtOH) con respecto a los demas grupos, donde se puede apreciar la disminucién del
numero de lesiones en los grupos que fueron administrados con los extractos acuosos de
Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], subsalicilato de bismuto y acido
citrico en comparacion con los administrados con Famotidina, Ranitidina, Omeprazol y

Pantoprazol. Asi mismo se describe el efecto en las proteinas evaluadas TNF- a, IL-1B Y

COX-2.

UNAM Pagina 50



Cuadro 8. Evaluacién macro y microscépica en estbmagos de rata, en el modelo (E/T).
TNF-a
Lesion
MICRO

TRATAMIENTO

Blanco

EtOH

EtOH +
Pep

Estomago de rata
Lesion
MACRO

Estomago de rata con
corte en linea media
mostrando la mucosa, sin
ningun tratamiento.

El estdbmago se observa
en perfectas condiciones,
con aparentes lesiones
minimas ocasionadas por
jugos gastricos y ayuno.

La mucosa gastrica
presenta hemorragias con
zonas ulceradas no
cuantificables, causadas
por el efecto del etanol.

Estémago con lesiones
verticales en la mucosa,
cuantificables en un
promedio de 1.5cm de

longitud.

IL-1B
Lesion
MICRO

Se observa actividad
minima y normal de IL-13
debido al ayuno de 24h de
la rata. Ya que se generan
procesos de irritacion por
los acidos gastricos del
ayuno.

En esta imagen de contraste,
se puede observar, un area
extensa de presencia de
fluorescencia, lo que indica
aumento de la actividad y de
IL-1B por las lesiones
producidas por el etanol.

Alta actividad de IL-1.
Indica un deficiente
efecto cicatrizante.

COX-2
Lesiéon
MICRO

Sin actividad relevante
practicamente nula,
debido a que no hay un
proceso de inflamacion.

No hay un proceso de anti-
inflamatorio relevante.

Actividad alta de COX-2
La fluorescencia es
altamente significativa
debido a un proceso

inflamatorio severo.

Se observa alta actividad
de COX-2 provocada por
las ulceras.

Actividad escasa a nula de
TNF-a

Sin fluorescencia relevante
debido a que no hay proceso
antiinflamatorio.

Actividad escasa de
TNF-a, no hay proceso
antiinflamatorio.
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TRATAMIENTO

EtOH +

Ran

EtOH +
Zar

Estomago de rata IL-18
Lesion Lesion
MACRO MICRO

Se observa actividad
importante de IL-183 lo
que confirma las lesiones
causadas por etanol, sin
efecto regenerador por
parte de la Ranitidina.

El estdmago se observa
con lesiones severas, sin
efecto cicatrizante por
parte de la Ranitidina.

Se observa una alta
regeneracion de la
mucosa, ya que no
presenta lesiones severas
a causa de los efectos del
etanol.

Se observa actividad de IL-
1B, debido a las lesiones
que causo el etanol.

COX-2
Lesion
MICRO

Alta actividad de COX-2.
debido a la ulceracion, con
nula regeneracion en el
proceso de inflamacion por
parte de la Ranitidina.

Gracias al efecto
regenerador de la
zarzamora, se observa poca
actividad de COX-2.
Evitando un

inflamatorio severo.

proceso

TNF-a
Lesion
MICRO

Se observa escasa
actividad de TNF-a por

proceso de antiinflamacion.

Se observa alta actividad de
TNF- a adecuada al numero
de lesiones regeneradas

(Se elige imagen de
contraste para resaltar la
fluorescencia).

EtOH +
Lim Se observa un estémago . o
con lesiones superficiales = Actividad limitada, Se observa actividad Actividad elevada de
y escasas en la mucosa insuficiente superficial de COX-2 TNF-a que
gastrica, gracias al efecto fluorescencia que nos provocada por las Intewleng'en proceso de
regenerador. indica escasez de lesiones. coagulacion provogz’mdo
losi una alta regeneracion
esiones. del estébmago.
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7.3.1 Descripcion macroscopica y microscoépica del efecto gastroprotector (T/E) de
los estdbmagos de rata

En el Cuadro (9) se muestra la descripcion macro y microscopica de los estbmagos de rata
en funcion del tratamiento administrado, en el modelo para determinar el efecto
gastroprotector (T/E) en donde se muestra el efecto protector en donde hubo disminucion
del numero de lesiones para los grupos administrados con Rubus fructicosus y Citrus
limonum Risso [10 mg/mL], subsalicilato de bismuto y acido citrico, en el caso de los grupos
administrados con Famotidina, Ranitidina, Omeprazol y Pantoprazol no se aprecia la
disminucion del numero de lesiones y es muy parecida la respuesta a la presentada con el
grupo control positivo (EtOH), asi mismo se presenta el efecto de las proteinas evaluadas
TNF- a, IL-18 y COX-2, donde se observa la relacion de cada una de estas con respecto al

efecto protector.
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Cuadro 9. Evaluacién macro y microscépica en estomagos de rata, en el modelo (T/E).

TRATAMIENTO

Blanco

EtOH

Pep +
EtOH

Estomago de rata
Lesion
MACRO

Estdbmago de rata con
corte en linea media
mostrando la mucosa, sin
ningun tratamiento.

El estdbmago se observa
en perfectas condiciones,
con aparentes lesiones
minimas ocasionadas por
jugos gastricos y ayuno.

La mucosa gastrica
presenta hemorragias con
zonas ulceradas no
cuantificables, causadas
por el efecto del etanol.

Estémago con lesiones
verticales en la mucosa,
cuantificables en un
promedio de 1.5cm de
longitud.

IL-1B
Lesion
MICRO

Se observa actividad
minima y normal de IL-13
debido al ayuno de 24h de
la rata. Ya que se generan
procesos de irritacion por
los acidos gastricos del
ayuno.

En esta imagen de contraste,

se puede observar, un area
extensa de presencia de
fluorescencia, lo que indica

aumento de la actividad y de

IL-1B por las lesiones
producidas por el etanol.

Escaza actividad de IL-
1B lo que nos habla de
un deficiente efecto
protector.

COX-2 TNF-a
Lesiéon Lesiéon
MICRO MICRO

Sin actividad relevante
practicamente nula,
debido a que no hay un
proceso de inflamacion.

No hay un proceso de anti-
inflamatorio relevante.

Actividad escasa a nula de

Actividad alta de COX-2
La fluorescencia es
altamente significativa
debido a un proceso
inflamatorio severo.

TNF-a sin fluorescencia
debido a que no hay proceso
antiinflamatorio.

Actividad escasa de
TNF-a no hay proceso
de coagulacion

Se observa mediana
actividad de COX-2
provocada por las ulceras.
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TRATAMIENTO

Ran +
EtOH

Zar +
EtOH

Lim +
EtOH

Estomago de rata
Lesion
MACRO

El estdmago se observa
con lesiones severas, sin
efecto protector por parte
de la Ranitidina.

Se observa una alta
proteccion de la mucosa,
ya que no presenta
lesiones severas a causa
de los efectos del etanol.

Se observa un estémago
con lesiones superficiales
y escasas en la mucosa
gastrica.

IL-1B
Lesion

MICRO

Se observa actividad
importante de IL-18 lo
que confirma las lesiones
causadas por etanol, sin
efecto protector por parte
de la Ranitidina.

Se observa nula actividad de
IL-1B, debido al buen efecto
protector de la zarzamora.

(Se elige imagen de contraste
para resaltar la nula
fluorescencia).

Actividad limitada, poca
fluorescencia que nos
indica escasez de
lesiones.

COX-2
Lesion
MICRO

Alta actividad de COX-2
debido a la ulceracion,
con nula proteccién por
parte de la Ranitidina.

Baja actividad de COX-
2. Debido a que no hay
una lesion severa.

Se observa mediana
actividad de COX-2

provocada por las ulceras.

TNF-a
Lesion
MICRO

Se observa escasa actividad
de TNF-a por proceso de
antiinflamacion.

Alta actividad regenerativa
TNF-a. Por esta situacion el
estbmago se encuentra
practicamente libre de
lesiones

Alta concentracion de
TNF-a por proceso
antiinflamatorio.
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7.4. Resultados de densidad o6ptica en el modelo para determinar el efecto de
cicatrizacion (E/T) de las proteinas IL-18 TNF- a, y COX-2

7.4.1. Resultados con IL-18

En la Figura 23, se muestra la actividad de IL-1B en relacion al tratamiento administrado el
efecto cicatrizante del extracto acuoso de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10
mg/mL], se observa que hay una mayor concentracién de IL-1 B en el tratamiento con
limén con respecto al de zarzamora. Se llevé a cabo un analisis estadistico ANADEVA de
una via, post-hoc Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 con
respecto a su control positivo etanol (ETOH), H19, 0.007=13.074, P<0.159. Donde (Ctri) es
Citrico, (Ran) Ranitidina, (Fam) Famotidina, (Ome) Omeprazol, (Pan) Pantoprazol, (EtOH)

Etanol, (Lim) Limon Citrus limonum Risso, (Zarza) Zarzamora Rubus fructicosus.

Figura 23. Densidad 6ptica de IL-1B en funcién del tratamiento, modelo (E/T). Cada
barra representa el promedio de Densidad éptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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7.4.2 Resultados con COX-2

En la Figura 24. Con respecto a la actividad la actividad de COX-2 en el efecto cicatrizante
del extracto acuoso de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], se observa
que la actividad es muy similar para ambos tratamientos. Se llevd a cabo un analisis
estadistico ANADEVA de una via, post-hoc Dunnett’s; diferencias estadisticamente
significativas a p<0.05 con respecto a su control positivo etanol (EtOH), H19, 0.007=13.074,
P<0.159. Donde (Ctri) es Citrico, (Ran) Ranitidina, (Fam) Famotidina, (Ome) Omeprazol,
(Pan) Pantoprazol, (EtOH) Etanol, (Lim) Limon Citrus limonum Risso, (Zarza) Zarzamora

Rubus fructicosus.
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Figura 24. Densidad éptica de COX-2 en funcién del tratamiento, modelo (E/T). Cada
barra representa el promedio de Densidad 6ptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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7.4.3 Resultados con TNF- a

En la Figura 25. Con respecto a la actividad de TNF- a en el efecto cicatrizante del
extracto acuoso de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], se observa una
actividad significativamente mas elevada para el caso del tratamiento con limén en
comparacién con el tratamiento de zarzamora. Se llevo a cabo un analisis estadistico
ANADEVA de una via, post-hoc Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas a
p<0.05 con respecto a su control positivo etanol (EtOH), H19, 0.007=13.074, P<0.159.
Donde (Ctri) es Citrico, (Ran) Ranitidina, (Fam) Famotidina, (Ome) Omeprazol, (Pan)
Pantoprazol, (EtOH) Etanol, (Lim) Limoén Citrus limonum Risso, (Zarza) Zarzamora Rubus
fructicosus.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa la distinta actividad en base a la

concentracion de IL-1B que tuvo segun el tratamiento.

] INTEGRO
B ETOH
BN FEFPTO
TNF - L BN ETCH - PEPTO
R
BN RN E-T
R BN ETOH + ZARZA
Se=T 1 B ETOH + LM ON
Se=T 4

DENSIDAD OPTICA

1e+7 4

TRATAMIENTO

Figura 25. Densidad 6ptica de TNF-a en funcién del tratamiento, modelo (E/T). Cada
barra representa el promedio de Densidad éptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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7.5. Resultados de densidad optica en el modelo para determinar el efecto
gastroprotector (T/E) de las proteinas IL-18 TNF- a, y COX-2

7.5.1 Resultados con IL-13

En la Figura 26, Con respecto a la actividad de IL-1B en el efecto protector del extracto
acuoso de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], se observa una mayor
concentracion (actividad) con el tratamiento de zarzamora con respecto al integro y al
tratamiento con limoén. Se llevé a cabo un analisis estadistico ANADEVA de una via, post-
hoc Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 con respecto a su
control positivo etanol (ETOH), Hi1g, 0.007=13.074, P<0.159. Donde (Ctri) es Citrico, (Ran)

Ranitidina, (Fam) Famotidina, (Ome) Omeprazol, (Pan) Pantoprazol, (EtOH) Etanol, (Lim)

Limon Citrus limonum Risso, (Zarza) Zarzamora Rubus fructicosus.

Figura 26. Densidad éptica de IL-1B en funcién del tratamiento, modelo (T/E). Cada
barra representa el promedio de Densidad é6ptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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7.5.2 Resultados con COX-2

En la Figura 27. Con respecto a la actividad de Cox-2 del extracto acuoso de Rubus
fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], se observa que hay una mayor
concentracion (actividad) con el tratamiento con limén, con respecto al integro y a la
Ranitidina. Se llevd a cabo un analisis estadistico ANADEVA de una via, post-hoc
Dunnett’s; diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 con respecto a su control
positivo etanol (ETOH), H19,0.007=13.074, P<0.159. Donde (Ctri) es Citrico, (Ran) Ranitidina,

(Fam) Famotidina, (Ome) Omeprazol, (Pan) Pantoprazol, (EtOH) Etanol, (Lim) Limon Citrus

limonum Risso, (Zarza) Zarzamora Rubus fructicosus.

Figura 27. Densidad 6ptica de COX-2 en funcién del tratamiento, modelo (T/E). Cada
barra representa el promedio de Densidad é6ptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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7.5.3 Resultados con TNF- a

En la Figura 28. Con respecto a la actividad de TNF- a en el efecto protector del extracto
acuoso de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso [10 mg/mL], se observa una mayor
actividad con respecto al tratamiento de la zarzamora en comparacion con el tratamiento
de limoén. Se llevo a cabo un analisis estadistico ANADEVA de una via, post-hoc Dunnett’s;
diferencias estadisticamente significativas a p<0.05 con respecto a su control positivo
etanol (ETOH), H19,0.007=13.074, P<0.159. Donde (Ctri) es Citrico, (Ran) Ranitidina, (Fam)
Famotidina, (Ome) Omeprazol, (Pan) Pantoprazol, (EtOH) Etanol, (Lim) Limoén Citrus

limonum Risso, (Zarza) Zarzamora Rubus fructicosus.

TNF- a

Figura 28. Densidad 6ptica de TNF-a en funcion del tratamiento, modelo (T/E). Cada
barra representa el promedio de Densidad é6ptica * D.E., en donde Ran: Ranitidina,
EtOH: Etanol, Pepto: Subsalicilato de bismuto, Lim: extracto acuoso de Citrus
[imonum Risso y Zarza: extracto acuoso de Rubus fructicosus.* diferencias
significativas a p<0.05 Vs. EtOH.
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8. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, observamos por medio de la técnica
de densidad optica que en todas las muestras de citosinas involucradas en procesos de
inflamacion y cicatrizacion IL-1B, COX-2 y TNF-a, fueron activadas en funcién de la union
entre el antigeno y el anticuerpo, en el cual los niveles de concentracion de las citosinas
son diferentes de acuerdo al tratamiento que recibié cada muestra. Existe un efecto tanto
cicatrizante (estdmago expuesto una hora a etanol, con posterior tratamiento con controles
y extractos acuosos) y como protector (estdmago con tratamiento con controles y extractos

acuosos por media hora y posterior exposicion al etanol por una hora) (William, 2004).

Se tratdé a un grupo de ratas con etanol para inducir gastritis, sin ningun tratamiento de
controles o extractos, esto con la finalidad de conocer las lesiones que provoca el etanol a
un estomago de rata y obtener los valores de concentracién de IL-1B, COX-2 y TNF-a en

un estdmago enfermo y que nos sirva para comparar los resultados.

De manera macroscoépica los dafos son severos, con un numero promedio por estbmago

de 8 lesiones, con area promedio de 8 mm por lesién.

Los densidad 6ptica nos muestran resultados donde IL-1B tiene un nivel de 5e7 , COX-2 'y
TNF-a de 4e7, estos resultados sugieren que IL-1B tiene una gran actividad, mandando
sefales especificas al sistema inmune comenzando una reaccion pro-inflamatoria, y sin
ninguna inhibicion, ya que no interactua con ningun tratamiento para contrarrestar o parar
su actividad, e iniciando la activacion en cascada de COX-2 para expresar con su receptor
COX- R e iniciar la inflamacion, enrojecimiento, dolor y la formacion de la ulceracion, asi
como la produccion de gastrina, y por ultimo activando a TNF-a con marcadores para los
receptores de prostaglandina, que a su vez activan la regeneracién de fibroblastos con
enlaces covalentes irreversibles, para dar paso a la iniciacion de la coagulacién vy

cicatrizacion (Flores, 2002).
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El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citosina que producen varias células del
sistema inmune, principalmente macréfagos y monocitos (linea de defensa del sistema

inmune contra agentes patdgenos) y procesos antiinflamatorios. (Lépez, 2013)

Los altos niveles de concentracion de citosinas, nos muestran su actividad y su naturaleza
y que se caracterizan por rompen con la homeostasis de un estbmago sano, como es el
caso del integro donde los niveles de IL-1B, COX-2 y TNF- a oscilan entre 1e7 y 2e7 y
esto es natural, porque estas citosinas no solo estan involucradas en procesos
inflamatorios propios de la gastritis, sino que también tienen actividad en el sistema

inmune innato (Flores, 2002).

La IL-1B se encarga de iniciar la sefializacién de procesos inflamatorios, Cox-2 se encarga
de interpretar las sefales y expresar algunas de estas, TNF-a termina la expresion de
algunas sefiales que inicio COX-2 como la coagulacién y cicatrizacién y de iniciar algunas
propias, es por esto que en general en este trabajo se presenta el efecto cicatrizante en
niveles altos de IL-1B y Cox-2 para confirmar que la induccién a gastritis fue exitosa y se
comienza la cascada de senalizacion para la reparacion de las lesiones (gastritis y Ulceras)
provocadas por el etanol; asi mismo cuando observamos que TNF-a activo, nos indica que
ha iniciado la etapa de coagulacion y cicatrizacion disminuyendo las lesiones o evitando la

formacion de estas, segun sea el caso (William, 2004).

Tanto en el caso de la evaluacion del efecto cicatrizante, como el del efecto protector
tenemos un control integro que le llamaremos control positivo A, el cual no se le administré
ningun tratamiento, ni se sometié a la induccién de gastritis, de igual forma tenemos un
control negativo que es el caso del grupo de las ratas, que estuvieron expuestas a etanol
por aproximadamente una hora, para inducirles gastritis y sin recibir ningun tipo de
tratamiento; estos dos son para comprobar de manera visual y por densitometria, un

estbmago sano contra un estbmago que tiene gastritis (Mufioz, 2014).
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En el estudio se utilizaron dos controles mas, con los medicamentos mas utilizados para
los sintomas y alivio de la gastritis; y asi poder comparar qué tan efectivo son los extractos
acuosos de Rubus fructicosus y Citrus limonum Risso con respecto a los medicamentos

tradicionales, en la evaluacién de dichos efectos tanto protector como cicatrizante.

De acuerdo a los resultados obtenidos para los estdmagos, a los cuales se les administro
Pepto y Ranitidina correspondientemente, tanto en la evaluacion cicatrizante como en la
evaluacion protectora, se convirtieron en nuestro tercer control comparativo, entre
tratamientos alopaticos contra tratamientos extractos acuosos, al que llamaremos control P
de (Pepto), y control R de (Ranitidina), ya que los niveles de IL-13 y Cox-2 son arriba de
4e7 casi igual a nuestro control negativo, con un numero promedio de lesiones en el efecto
cicatrizante de 12 en comparacion con Pepto que fue de 6, con areas de 4mm y 1mm

promedio respectivamente (Salazar, 2006; Sanchez, 2008).

Reafirmando dichos resultados con la densidad 6ptica; al hablar del estdmago expuesto a
etanol por mas de una hora y a pesar de recibir un tratamiento contra la gastritis, después
de estar expuesta etanol, los resultados no son favorecedores, pues al expresarse las
citosinas en tan altos niveles, nos dice que hay inflamacién dolor y ulceracién, sin progreso
a las cicatrizacion, ya que TNF-a tienen niveles por debajo de 2e7, donde se observa una
fuerte coloracion roja que indica inflamacion sin alcanzar una cicatrizacion efectiva,

reduciendo o eliminando la gastritis (Dominguez, 2005).

Se elige la Ranitidina como nuestro control comparativo R, porque de acuerdo a los
resultados obtenidos con Omeprazol, Pantoprazol y Famotidina; la Ranitidina es una media

de la efectividad de los medicamentos utilizados contra la gastritis.

Caso contrario donde el Pepto, tienen niveles de 3e7 de IL-1B, COX -2, que nos estan
indicando que si hay una buena induccidn la gastritis porque hay inflamacién enrojecimiento

ulceracién etc. pero sin llegar a niveles de control negativo, donde nos habla de que esta
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evitando la formacion severa de ulceras gastricas. (Juarez, 2015). TNF- alfa muestra
niveles de 1e7, muy similares al control integro, comprueba las imagenes y nos habla de
una excelente cicatrizacion ya que esta activa y ademas los niveles son apropiados con
respecto al numero y la severidad de las lesiones. Por esta razon son los controles, que
nos daran los parametros para comprobar los extractos acuosos y su respectiva efectividad,
para evaluar los efectos cicatrizantes y/o protector.

De acuerdo a los resultados del efecto cicatrizante, en el caso de integro donde no se
administré ningun tratamiento, ni induccidn a gastritis, se observa ligera sefalizacion de IL-
1B, porque ademas esta citosina intervine en proceso de la respuesta inmune innata y por
tal motivo siempre existe una cierta concentracién de manera activa, manteniendo alerta el
estado inmune del individuo. Se observan ligeras sefales de COX-2 por qué al igual que
la IL-1B interviene en procesos inmunoldgicos importantes, pre- inflamatorios no sélo por
agentes infecciosos o0 agentes quimicos dafiinos como el etanol, también por traumatismos,
intervenciones quirurgicas, ayuno prolongado etc. Cabe mencionar que nuestras ratas de
estudio fueron sometidas a un ayuno minimo de 24 horas (Lépez, 2014).

En el caso de TNF-a se encuentra de baja a nula actividad ya que no hay lesiones ni
gastrina que active sus funciones principales en la gastritis y lo poco que se encuentra
activado, es por casos aislados de inmunidad propia de la rata, en donde interviene esta

citosina (Dominguez, 2005).

Si se observa el caso de la rata con induccion a ulcera sin recibir ningun tipo de tratamiento
la actividad de la IL-18, es muy evidente en las imagenes, lo cual el método de densidad
optica nos permite corroborar que al alcanza niveles mayores a 5e7 esto se debe porque
es la primera citosina en mandar sefalizaciones para que inicien los procesos inflamatorios,
de hipersensibilidad y de dolor mostrandonos que hay un proceso efectivo de gastritis al

igual que COX-2 que mantiene niveles de 4e7 que fue activado por la IL-13, y cumple con
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expresion de la inflamacion gastrica y la estimulacion para formar gastrina que mas

adelante estara activando a TNF-a (Flores, 2002).

Los niveles de TNF-a son un poco menores de 4e7, indicando que su proceso aun estaba
en la fase inicial de coagulacion sin alcanzar la cicatrizacion, éstos resultados son porque
la exposicion al etanol es suficiente para causar lesiones severas y por si solo el sistema

inmune de la rata, no puede regenerar dichas lesiones.

En el caso de la evaluacidn de la rata en el que se le administré etanol y después de una
hora el extracto acuoso de zarzamora, para observar el efecto regenerador o cicatrizante,
se observa un estémago casi limpio muy parecido al integro con un promedio de 5 lesiones
por estdmago con un area de 1mm; y de acuerdo a los resultados de densidad optica, se
obtuvieron niveles poco mayores a 1e7 casi como el integré esto nos habla que la cascada
de sefalizacion de la IL-13 para comenzar la inflamacién, la sensibilidad y el dolor fue
disminuido de manera eficiente (Hassimotto, 2008; Garzén, 2008).

Con respecto a COX-2, se encontrd un nivel igual al que maneja nuestro control P de Pepto,

menor a 2e7 el cual nos da la pauta de una buena respuesta antiinflamatoria.

Obteniendo resultados concordantes, ya que el nivel de TNF-a es de 3e7, y nos indica que
esta en excelente proceso de cicatrizacion, de acuerdo al niumero de lesiones y areas de

las mismas.

En el caso del estbmago, el cual fue sometido a etanol y posterior tratamiento con extracto

de limén, evaluando el efecto cicatrizante, de acuerdo los resultados de la densidad optica:

La IL-1B aun se ve con actividad en comparacion con nuestro resultado del control integro
sin llegar al control negativo, con un nivel de 3e7 sugiriendo que existe una cascada de

sefalizacion activa, pro inflamatoria, de hipersensibilidad y dolor.

Al evaluar los niveles de COX-2 son de 3e7 donde es visible la inflamacion y el

enrojecimiento, irritabilidad del tejido y la formacion de 7 lesiones en promedio con un area
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de 2mm. Es un buen cicatrizante, pero en comparaciéon con zarzamora y Pepto es menos
eficiente (Hassimotto, 2008; Garzén, 2008).
Al evaluar TNF-a se observa con actividad cicatrizante, los resultados de la evaluacion del

efecto protector son los siguientes:

En el caso de la zarzamora la observacion macroscopica en el estdmago de la rata se
encontraron ulceras de un tamafo promedio de 7mm con un numero de lesiones promedio
mayor a 4. En los resultados de densidad 6ptica tenemos que los niveles de zarzamora en
interleucina son 4e7 indicandonos que el proceso de sefializacion estaba activo es decir
estamos al inicio de la cascada pro inflamatoria de hipersensibilidad y por dolor con una
activacion directa a COX-2 (Lopez, 2014).

COX-2 se encuentra en niveles medios de 3e7 que nos sugiere que esta iniciando la fase
inflamatoria, pero ya esta siendo inhibida por la zarzamora, por los bajos niveles que
maneja. Pero son suficientes para tener una inflamacion y enrojecimiento, que causa la
ulceracién y que estimula la gastrina dispuesta a activar por medio de la quimiotaxis, a TNF-

a y comenzar el proceso de cicatrizacion y coagulacion teniendo niveles de 2e7.

Estos niveles nos hablan de dos cosas, que se inici6 la cicatrizacién, y por los niveles bajos
también es porque hay muy poca ulceracion que cicatrizar, debido a que el dafio que logro
provocar el etanol es menor, porque tenia el extracto de zarzamora inhibiendo el proceso
de gastritis (Garzon, 2008).

En el caso del estbmago de la rata que fue tratada con extracto de limén y posterior
induccion de ulcera gastrica, para evaluar el efecto protector obtuvimos un numero de
lesiones por debajo de 2 en promedio, con areas menores a 4 mm en promedio y de
acuerdo a los resultados obtenidos en la densidad 6ptica el efecto protector de limén es
muy evidente, ya que los niveles de IL-1B y COX-2 estan en 2e7, al tener niveles por debajo
con respecto a las zarzamora nos habla de que la cascada de senalizacion pro inflamatoria

de hipersensibilidad y de dolor que induce IL-1B y COX-2 se ven afectadas, de manera
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positiva, ya que existe poca inflamacién, poca irritabilidad y casi nula formacioén de lesiones,

y las lesiones existentes son muy superficiales (William, 2004)

TNF-a presenta niveles aun mas bajos, alcanzando casi los niveles obtenidos en el integro
de 1e7, nos habla de que el limon tiene una participacion importante, ya que inhibe los
efectos dafinos (gastritis) provocada por el etanol, ya que la actividad de las citosinas es

escasa.

9. CONCLUSIONES

Para los farmacos empleados como controles comparativos (Ranitidina, Famotidina,
Omeprazol, Pantoprazol y subsalicilato de bismuto) y control negativo (etanol), hubo alta
reactividad para citocinas IL--1 y COX-2, lo que nos indica que hay enrojecimiento,
inflamacion, en algunos casos ulceracion, dolor por la alta concentracion de COX-2 y
escasa actividad a nula de TNF-a. Concluyendo que el efecto gastroprotector y regenerador

de éstos farmaco es casi nulo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demuestra que Citrus limonum Risso y Rubus

fructicosus son un tratamiento eficiente para la regeneracion de tejido gastrointestinal.

El limén muestra mejores resultados para la proteccion de tejido gastrointestinal en

comparacion con los resultados de zarzamora.
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