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RESUMEN

Los anti inflamatorios no esteroideos AINES, entre ellos la indometacina,
constituyen uno de los grupo de farmacos empleados frecuentemente en todo el mundo
por sus propiedades analgésicas, anti inflamatorias y antipiréticas; sin embargo, se ha
reportado ampliamente que estos farmacos producen importantes efectos secundarios en
el tracto gastrointestinal, que incluyen desde erosiones hasta sangrado y perforacién
gastrica, dicho evento limita su uso. Los mecanismos por los cuales la indometacina puede
alterar el equilibrio de la mucosa se dividen en acciones locales y sistémicas; las locales
involucran la necrosis del epitelio secundaria a la lisis osmética, mientras que
sistémicamente se atribuye a la inhibicién de las enzimas ciclooxigenasas (COX), asi como
la subsecuente supresién de las prostaglandinas como las principales causantes del dano
gastrico. Sin embargo, se han identificado otros mecanismos relacionados con el dafio
gastrico como la adherencia de leucocitos al endotelio vascular que es mediado
principalmente por TNF-a, IL-1p y LTB,. Hasta el momento, las estrategias para reducir el
dano gastrico mas utilizadas son la coterapia con otro tipo de agentes, entre ellos los
antagonistas de receptores de histamina H, como la ranitidina o los inhibidores de la bomba
de protones como el omeprazol; sin embargo estas coterapias no han logrado una
disminucion significativa de los efectos adversos de los AINES, por lo que surge la

necesidad de disefar e investigar nuevas alternativas terapéuticas.

Estudios previos en diversos modelos de dafio gastrico han reportado los
beneficios del aceite de pescado como gastroprotector. En consecuencia a su variada
composicidn, las investigaciones en este campo, no han podido determinar cual de todos
los acidos grasos poliinsaturados es el responsable del efecto gastroprotector y por lo tanto
determinar con certeza el mecanismo de accién; sin embargo los mecanismos propuestos a
través de los cuales se ejerce este efecto gastroprotector son la capacidad de disminuir la
secrecidon de acido, asi como la modulacién de prostanoides y otras moléculas implicadas
en el proceso de inflamacidén del tejido gastrico. El 4cido docosahexanoico [22:6n-3, DHA] es



un acido graso poliinsaturados omega-3 (PUFA n-3) que forma parte del aceite de pescado
en una composicidn que varia entre un 6 a 12 % dependiendo de su origen; el DHA ha
demostrado en diversas investigaciones poseer propiedades anti inflamatorias vy
citoprotectoras, aunque los detalles de su accién e interaccién a nivel molecular no se han

elucidado.

Debido a lo anterior, el objetivo de la investigacion fue determinar el efecto
gastroprotector del DHA (a dosis 3, 10, 30 mg/kg, p.o.) en un modelo de lesidn gastrica
inducida por indometacina (a dosis 30 mg/kg, p.o.) en rata Wistar; asi como determinar la
participacion de PGE, y LTB, vy la expresidon de TNF-oc e IL-13 en el posible mecanismo
gastroprotector ejercido por el DHA. Para ello, la evaluacidn del efecto gastroprotector se
efectla en ratas Wistar a las que se les administra 2 horas antes DHA (a dosis 3, 10, 30
mg/kg, p.o.) y posteriormente se les genera dafio gastrico a través de la administracion via
oral de indometacina (a dosis 3, 10, 30 mg/kg), evaluando macroscépicamente el area de
las lesiones gdstricas en mm?, 3 horas después de su administracién. También, se
recolectaron muestras de tejido en las cuales se cuantificaron los niveles de PGE, y LTB,
por ensayo de inmunoabsorcidn ligado a enzimas y se determind la expresidon de TNF-o. e

IL-1B por medio de las técnicas de Western blot.

Los resultados obtenidos, muestran que el DHA ejerce un efecto protector dosis
dependiente contra el dafio gastrico inducido por indometacina y este efecto fue
comparable con el efecto gastroprotector de omeprazol; ademas, el DHA no revierte la
reducciéon de PGE;, ni el aumento de IL-1p en tejido gastrico inducidos por indometacina;
sin embargo, restablece los niveles gastricos basales de LTB, y TNF-o aun ante la
administracion de indometacina, lo que permite concluir que el mecanismo gastroprotector
del DHA involucra la modulacién de los niveles de LTB;y TNF-a y por lo tanto la adherencia

e infiltracion de leucocitos al sitio de lesién en la mucosa géstrica.



ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), including indomethacin, is one of
the group of drugs most worldwide used for its analgesic, anti-inflammatory and antipyretic
actions, though has been widely reported significant side effects in the gastrointestinal
tract, ranging from erosion to gastric bleeding and perforation. The mechanisms by which
the indomethacin may alter the balance of the mucosa, are divided into local and systemic
activities, involving the local epithelial necrosis secondary to osmotic lysis, whereas
systemically attributed to inhibition of cyclooxygenase enzymes (COX) and subsequent
removal of prostaglandins as the main cause of gastric damage, however, other
mechanisms have been identified related gastric damage and adherence of leukocytes to
vascular endothelium that is mediated mainly TNF-o, IL-1 3 and LTB,4. Until now, strategies
to reduce the gastric injury most commonly used are the co-therapy with other agents
including H, receptor antagonists such as ranitidine or inhibitors of the proton pump such as
omeprazole, however these co-therapies have failed to produce a significant reduction of
the adverse effects of NSAIDs, so increases the importance of designing and researching

new therapeutic alternatives.

Previous studies have reported the benefits of fish oil as gastroprotective in diferent
models of gastric damage. As a result of its varied composition, research in this field, have
been unable to determine which of the polyunsaturated fatty acids is responsible for the
gastroprotective effect and therefore determine with certainty the mechanism of action,
but the mechanisms proposed by which exerts this effect is the capacity for reduce acid
secretion and modulation of the prostanoids and other molecules involved in the
inflammation process gastric tissue. Docosahexaenoic acid [22:6 n-3, DHA] is a
polyunsaturated fatty acid omega-3 (PUFA n-3) which forms part of the fish oil in a
composition ranges from 6 to 12% depending on their origin, the DHA has been shown in
several studies to possess anti-inflammatory and cytoprotective properties, although the

details of their action and interaction at the molecular level have not been elucidated.



Due to the above, the aim of the investigation was to determine the
gastroprotective effect of DHA (in doses 3, 10, 30 mg/kg, p.o.) in a model of indomethacin-
induced gastric lesion (a dose 30 mg/kg, p.o.) in rat as well as determine the involvement of
PGE, and LTB; and the expression of TNF—o and IL-1P in the possible gastroprotective
mechanism exerted by DHA. For this. The gastroprotective effect evaluation is performed in
Wistar rats which were administered 2 hours prior DHA (in doses 3, 10, 30 mg/kg, p.o.) and
subsequently generates gastric damage them through oral administration of indomethacin
(at doses 3, 10, 30 mg/kg), and 3 hours after administration was evaluated macroscopically
the area of gastric lesions in mm?Z. Also, tissue samples were collected in which the levels of
LTB4 and PGE, were quantified by linked immunosorbent assay enzymes; and the expression

of TNF-a and IL-1 3 were determined by Western blot techniques.

The results show that DHA has a dose dependent protective effect against the
indomethacin-induced gastric damage and this effect was comparable with the
gastroprotective effect of omeprazole, in addition, DHA does not reverse PGE, reduction or
the increase of IL-1 B on indomethacin-induced gastric tissue, but it resets gastric basal
levels of LTB, and TNF-a even before the administration of indomethacin, which allows
concluding that the gastroprotective mechanism of DHA involves modulation of LTB4; and
TNF-o levels and therefore adhesion and infiltration of leukocytes to the site of injury in the

gastric mucosa.



1. INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal estd continuamente expuesto a diversas sustancias y factores
agresivos como: pH del estdmago, temperatura, fdrmacos y agentes bacterianos que son
capaces de causar reacciones inflamatorias locales y sistémicas que en su conjunto dafian la
mucosa (Laine et al., 2008). En condiciones normales existe un proceso clave y dinamico
denominado defensa de la mucosa gastrica, el cual involucra a todos los componentes que
hacen frente a los factores dafinos de la misma, logrando mantener su integridad (Wallace
y Granger, 1996). Mientras que, el dafio gastrico es la lesion de la mucosa gastrica que
ocurre cuando los factores agresores sobrepasan la capacidad de los componentes de
defensa (Wallace, 2008). Entre estos factores agresores se encuentran principalmente los
anti inflamatorios no esteroideos (AINES), que son farmacos con efecto analgésico, anti
inflamatorio y antipirético de prescripcién frecuente.

Los AINES convencionales como la indometacina, tienen la capacidad de inhibir a las
ciclooxigenasas (COX) involucradas en la sintesis de prostaglandinas, las cuales participan en
la citoproteccidon gastrica y amplifican la sefial inflamatoria, este hecho ha originado la
busqueda de nuevos agentes para reducir los efectos secundarios asociados a los AINES y

gue mantengan su eficacia terapéutica (Laine et al., 2008; Wallace, 2008).

1.1 Generalidades de Estomago

El estdmago es una viscera hueca situado en las regiones epigastrica, umbilical e
hipocondrio izquierdo del abdomen; su posicién puede modificarse por el estado del
proceso digestivo, cantidad de contenido gastrico, el desarrollo muscular del mismoy por
las condiciones de los intestinos adyacentes (Drake et al., 2007). En un adulto sano mide en
promedio 25 centimetros de longitud, 12 centimetros de ancho y 8 centimetros de espesor;
teniendo como capacidad promedio 1300 centimetros cubicos (Drake et al., 2007). En su
estructura, la pared del estdmago estd conformada por cuatro capas: Capa serosa (tlnica

serosa), capa muscular (tunica muscularis), capa submucosa (lamina propia) y capa mucosa



(tunica mucosa); esta ultima de color rosado en el extremo pildrico y ligero marrén rojizo
sobre el resto de su superficie, la cual es lisa, suave y aterciopelada, siendo mas gruesa

hacia el piloro (Geneser et al., 2005).

En su mayoria la membrana mucosa esta ocupada por glandulas tubulares simples, que
poseen una membrana basal de células endoteliales revestidas de células epiteliales; dichas
glandulas son diferentes dependiendo de su ubicacidn en las distintas partes del estdmago
ya que pueden ser de tres tipos: Cardiales, pildricas y oxinticas. Las glandulas cardiales, en
menor numero se encuentran alrededor del cardias y a través de sus células epiteliales
secretan mucus; las glandulas piléricas se encuentran en la porcidn cercana al piloro, estan
compuestas de dos a tres tubos cortos que se abren en un conducto comun, ademas de las
células epiteliales que secretan mucus, también contienen células G encargadas de producir
gastrina, células D productoras de somatostatina y células similares a las enterocromafines
(ECL) que secretan histamina; por ultimo, las glandulas oxinticas se encuentran en el cuerpo
y el fondo del estémago, estando formadas por dos o mas tubos simples que desembocan
en un solo conducto, en ellas se encuentran las células principales encargadas de secretar
pepsindgeno, las células parietales quienes secretan dacido clorhidrico (HCl) y factor
intrinseco, células mucosas del cuello, células enteroendocrinas y células madre

pluripotenciales (Wallace y Granger, 1996; Geneser et al., 2005).

1.2 Elementos de la defensa mucosal

El estdmago es un érgano encargado de la digestidn, esterilizacidon de alimentos y agua,
lo cual realiza a través de las células especializadas de su epitelio que le permiten alcanzar
en su interior un pH de 1.2 durante este proceso digestivo (Kopic et al., 2009). Para que la
mucosa gastrica pueda mantener su integridad, se ha propuesto la existencia de
componentes con la propiedad de prevenir dicho dafio, asi como la capacidad de reparar su
epitelio de forma rapida por lo que se han denominado elementos de la defensa mucosal,

quienes generan constantemente un equilibrio entre factores agresores y protectores



(Wallace y Granger, 1996; Kopic et al., 2009). Los componentes de la defensa mucosal se
pueden jerarquizar acorde a su organizacién anatémica (Figura 1), teniendo en los primeros
niveles los factores secretados hacia la luz, el primero de ellos es el acido clorhidrico (HCl),
secretado por las células parietales localizadas en las glandulas oxinticas, que permite la
actividad de la enzima pepsina, sirviendo ademas como bactericida ya que minimiza la
colonizacidn bacterial del estdmago (Wallace y Granger, 1996). El segundo factor secretado
hacia la luz intestinal es el mucus formado por unidades de mucina MUC5 y MUCG6 en seres
humanos, que sirve principalmente como un lubricante ante los movimientos gastricos
aungue también como bacteriostatico al restringir el movimiento de las bacterias por la
mucosa, existiendo también una minima cantidad de fosfolipidos surfactantes que tienen
propiedades hidrofébicas (Allen y Flemstrom, 2005; Laine et al.,, 2008). El tercer
componente secretado hacia la luz es el bicarbonato (HCO3 ) que a través de la accién de
bombas y cotransportadores sale de la célula, difundiendo a través de la capa de mucus y
junto con este conforma una “barrera mucus-bicarbonato”, cuya funciéon es formar un
gradiente de pH para neutralizar la difusién de HCl con lo que el pH en la superficie de las
células epiteliales es neutro, ademds previene que la pepsina entre en contacto con el

epitelio (Wallace y Granger, 1996; Allen y Flemstréom, 2005; Laine et al., 2008).

El siguiente nivel de defensa lo conforman las células epiteliales cilindricas simples que,
debido a sus uniones intercelulares (tipo Gap) funcionan como una barrera fisica a los
agentes exégenos nocivos; también posee la cualidad de regenerarse continuamente
gracias al flujo sanguineo constante en su membrana basal, participando en dicha
regeneracion la formacién de una capa mucoide (constituida por restos celulares, moco y
plasma) que proporciona un microambiente favorable para la restitucion epitelial en caso

de lesién (Wallace y Granger, 1996; lwata et al., 1998).

En otro nivel se encuentra la micro circulacién formada por extensa red de capilares
distribuidos en la ldmina propia, y que se encarga del transporte de nutrientes y oxigeno a

las células, permitiendo el flujo de HCO3 “en un proceso conocido como “marea alcalina”;
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ademads, la existencia de una inervacién sensorial aferente modulada por el sistema
nervioso le permite la modificacién del flujo sanguineo; debido a que, ante un estimulo
irritante se libera péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) estimulando la
produccién de éxido nitrico (ON), el cual difunde hacia el musculo liso de la pared vascular,
causando su relajacién y por lo tanto la vasodilatacion lo que permite disipar las sustancias
irritantes del sitio de lesién (Wallace y Granger, 1996). El ultimo nivel de defensa mucosal lo
conforman los mastocitos adheridos a la fibronectina, vitronectina y laminina presentes en
la [dmina propia, que interactian constantemente con las células endoteliales y actuan
como sensores ante un estimulo nocivo, siendo capaces de liberar histamina, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina-1beta (IL-1f3), entre otros mediadores de la
inflamacién, permitiendo el reclutamiento de otras células efectoras como los leucocitos
que se encargan de montar la respuesta inflamatoria a través de la secrecion de leucotrieno
B, (LTB4) (Wallace y Granger, 1996; Cruvinel et al.,, 2010). Finalmente, existen otras
moléculas que participan en este proceso de defensa, como es el caso de las
prostaglandinas, quienes tienen la capacidad de mediar algunos elementos de la defensa y

por lo tanto intervienen de manera activa en este proceso (Wallace y Ma, 2001).
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Figura 1. Representacion de los elementos de la defensa mucosal. Fuente: Laine, et al., 2008.



1.2.1 Papel de las prostaglandinas en la defensa mucosal

Las prostaglandinas son miembros de una familia de acidos grasos de 20 carbonos
denominados eicosanoides, en su sintesis se emplea como sustrato al 4cido araquiddnico
(acido 5, 8, 11, 14-eicosatetraenoico) el cual se des-esterifica a partir de los fosfolipidos en
la membrana celular (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol) por accién de
la enzima fosfolipasa A, (cPLA;) en respuesta a estimulos hormonales, neuronales y locales
(Johansson y Bergstrom, 1982; Atay et al., 2000). El dcido araquiddnico liberado puede ser
metabolizado por el citocromo P-450 generando epoxi y omega derivados, también por la
via de las lipooxigenasas (LOX) generando leucotrienos, lipoxinas y acidos grasos
hidroxilados o por la via de las ciclooxigenasas (COX) generando tromboxano y
prostaglandinas, siendo estas ultimas de nuestro interés debido a su accién en el tracto

gastrointestinal (Johansson y Bergstrom, 1982; Atay et al., 2000; Martin y Wallace, 2006).
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Figura 2. Esquema representativo de la biosintesis de prostaglandinas. Fuente: Rao y Knaus, 2008.



La enzima ciclooxigenasa (prostaglandina-endoperdxido sintasa) tiene dos isoformas
denominadas COX-1 y COX-2; dichas enzimas convierten el dacido araquiddnico a
prostaglandina G, mediante la inserciéon de dos moléculas de oxigeno y la posterior

reduccion de este intermediario a prostaglandina H,, que finalmente puede ser convertido
en prostaglandina D, (PGD;), prostaglandina E, (PGE;), prostaglandina F,, (PGF,),

prostaciclina (PGl;) y tromboxano A, (TXA;) (Rao y Knaus, 2008).

En la mucosa gastrica la accién de la COX- 1 produce de manera constitutiva PGE, y PGly;
siendo PGE,; a través de su receptor EP3 el que inhibe la secrecion de HCl en las células
parietales por la disminucion de AMPc; mientras que en células epiteliales permite la
secrecién de moco y bicarbonato a través del receptor EP1, también pueden reducir la
permeabilidad del epitelio y disminuir la retrodifusién acida (Aihara et al., 2005; Kato et al.,
2005; Takeuchi et al., 2010). Por otro lado PGIl, en la micro circulacién sirve como un
potente vasodilatador, que a través de sus receptores IP incrementa el flujo sanguineo en
mucosa previniendo el dafio por isquemia; por lo tanto, la produccién de prostaglandinas de
manera fisioldgica por parte de la mucosa gastrica, es crucial ya que la mayoria de los
mecanismos de defensa son estimulados o facilitados por ellas (Narumiya et al., 1999;
Martin y Wallace, 2006; Laine et al., 2008; Wallace, 2008). Se ha reportado que la COX-1 es
producida de manera constante en la mucosa, mientras que la COX-2 solo es detectada en
presencia de estimulos inflamatorios; sin embargo ha sido ampliamente reportado que
ambas enzimas son necesarias para la proteccién de la mucosa, ya que experimentalmente
al inhibir las dos isoformas se produce dafio gastrico considerable que no es producido al

inhibirlas por separado (Atay et al., 2000; Wallace et al., 2000).

Una vez que ha ocurrido la lesion de la mucosa, otro de los mecanismos a través de los
cuales las prostaglandinas reducen la severidad del dafio gdastrico es la modulacién de las
células inmunoldgicas en la mucosa, en donde la PGE, inhibe la activacién de mastocitos y

la adherencia de leucocitos al endotelio vascular, ademds de modular la liberacién de



diversos mediadores de la inflamacién, entre los que se encuentra TNF-a e IL-13, asi como

participar en el proceso de reparacion de la mucosa (Wallace y Ma, 2001).

1.2.2 Otras moléculas que participan indirectamente en la defensa mucosal

Existen otras moléculas que participan indirectamente en la defensa de la mucosa como
lo es el 6xido nitrico (ON), sintetizado durante la conversion de L- arginina a dosis
equimolares de L-citrulina y ON. A nivel gastrointestinal, las enzimas dxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS) y neuronal (nNOs) permiten la expresién basal de ON, el cual activa a la
enzima guanilato ciclasa citosdlica aumentando la concentracién de GMP ciclico lo que
conduce a una relajacion del musculo liso vascular y por ende un aumento del flujo
sanguineo gastrico, contribuyendo a la rapida regeneracion de ulceras (Lanas, 2008).
Ademas se ha reportado que el ON activa la sintesis de PGl, y en ciertas condiciones media
la secrecidon de mucus e inhibe la secrecién de HCl, ademads de participar en la proteccion
ante el dafo gastrico ocasionado por etanol, lo que ha permitido el disefio de farmacos
liberadores de ON (Chen et al., 2008; Lanas, 2008; Medeiros et al., 2008). Sin embargo,
existen discrepancias en la concentracidn a la cual el ON participa como gastroprotector y
la concentraciéon a la cual el ON contribuye a la lesién de la mucosa durante procesos

inflamatorios (Martin y Wallace, 2006; Chen et al., 2008).

1.3 Generalidades de los anti inflamatorios no esteroideos (AINES)

En la clinica, existen farmacos utilizados ampliamente en los procesos inflamatorios, que
recientemente se han asociado con el dafo a la mucosa gastrica. Un ejemplo de ellos son
los anti inflamatorios no esteroideos (AINES), que son un grupo de farmacos quimicamente
heterogéneos y que comparten determinados efectos terapéuticos como las acciones
analgésicas, anti inflamatorias y antipiréticas; pueden clasificarse acorde a su similitud
guimica y segun su selectividad para la isoforma de ciclooxigenasa (Cuadro 1), siendo esta

ultima clasificacion la que resulta mas util para nuestra investigacién (Brunton y Chabner,
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2012). Su mecanismo de accidon se genera principalmente a partir de la inhibicion
competitiva y reversible (en la mayoria de los casos) del sitio activo de las enzimas
ciclooxigenasa COX-1y COX-2, por lo que interfieren con la respuesta inflamatoria normal y
disminuyen la produccién de prostaglandinas (Rao y Knaus, 2008). En la clinica, las
aplicaciones terapéuticas de los AINES incluyen desde el tratamiento de patologias crénicas
como osteoartritis, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante y gota hasta el tratamiento
de patologias frecuentes como la dismenorrea, dolor dental y dolor de cabeza,
constituyendo uno de los grupos de farmacos mas prescritos en el mundo (Becker et al.,

2004; Fiorucci et al., 2007).

Por otra parte, el uso de AINES se ha asociado con efectos gastrointestinales ya que se
han reportado erosiones, hemorragias e incluso ulceraciones gastricas en el 30 -75 % de los
pacientes que estan bajo tratamiento con AINES (Badd, 1992; Becker et al., 2004). Debido a
lo anterior, se logré la sintesis y el uso de inhibidores selectivos para COX-2 (Coxibs) que
presentaron una disminucién en el dafio gdastrico; sin embargo, al inhibir la sintesis de PGl,
(con accién anti- trombdtica) por parte de la COX-2, pero no inhibir a la COX-1 encargada
de la sintesis del TXA, (con accién pro-trombdtica) en plaquetas, alteran el equilibrio
natural existente entre ambos efectos conduciendo a un aumento en los eventos
trombético cardiovasculares en pacientes que ingieren de manera crénica los AINES
selectivos para la COX-2 (Watson et al.,, 2000; Whelton et al., 2006; Fiorucci et al., 2007;
Suleyman et al., 2007). Siendo celecoxib uno de los coxibs que demostré no presentar alta
incidencia en los efectos cardiovasculares, debido a que no interfiere significativamente con
la funcidn plaquetaria y presentar una incidencia mas baja que la relacionada con el uso de
otros AINES tradicionales como el diclofenaco y el ibuprofeno (Whelton et al., 2006;

Sdleyman et al., 2007).



Selectividad para la isoforma de COX

A Similitud quimica (escala arbitraria) (escala logaritmica)
A. acetilsalicilico Ketorolaco
Salicilato sédico Flurbiprofeno
Diflunisal Ketoprofeno
Ketorolaco Indometacina
Indometacina Tolmetina
Tolmetina Acido acetilsalicilico
Nabumetona Nabumetona
Sulindaco Fenoprofeno
Etodolaco Meclofenamato
Diclofenaco Sulindaco
Lumiracoxib Naproxeno
Flurbiprofeno Piroxicam
Ketoprofeno Ibuprofeno
Fenoprofeno Paracetamol
Naproxeno Salicilato sédico
Ibuprofeno Diflunisal
Meclofenamato Meloxicam
Celocoxib Diclofenaco
Valdecoxib Celecoxib
Rofecoxib Valdecoxib
Etoricoxib Etodolaco
Piroxicam Acidos endlicos Rofecoxib
Meloxicam [} Etoricoxib (]
Paracetamol Otros ® Lumiracoxib .
l Mas No selectivos Mas
selectivos selectivos
Negro: tNSAID NSAID selectivos ~ de COX-1 de COX-2
Rojo: Inhibidores de la COX-2 de COX-2

Cuadro 1. Clasificacion de los analgésicos anti inflamatorios no esteroideos (AINES) por similitud quimica (A) y

por su selectividad para la isoforma de COX (B). Fuente: Bruntony Chabner, 2012.

1.3.1 Indometacina

Indometacina [2-[1-(4-clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-3-il] acido acético]
(Figura 3) es derivado del acido indolacético que pertenece al grupo de los AINES no
selectivos, ha estado disponible en el mercado desde principios de 1960 y se ha convertido
en uno de los AINES mas utilizados (Burke et al., 1983; Waller, 1983). Sus concentraciones
maximas en plasma se alcanzan de 1 a 2 h (Tmax) después de la administracién oral, la
unién a proteinas plasmaticas es de 90% y no tiene selectividad por un tejido particular; la
concentracion maxima en plasma (Cmax) presenta variabilidad inter e intra individual

siendo considerada 1 pug/ml la concentracién terapéutica y téxica a partir de 6 pg/ml



(Waller, 1983). Se metaboliza en higado por O-desmetilacion (50%), conjugacion con acido
glucordnico (~10%) y N-desacilacién a metabolitos inactivos; entre el 10 a 15 % de farmaco
sin modificar se excreta por orina y sus metabolitos también se eliminan por bilis y heces
siendo capaces de experimentar un ciclo enterohepatico; la vida media (t %) en plasma es
variable con un promedio de 2 h 30 min. Sus aplicaciones terapéuticas, incluyen el
tratamiento de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, osteoartritis,
bursitis, tendinitis, sinovitis traumatica, espondilitis anquilosante y como tratamiento para
el cierre del conducto arterioso persistente en lactantes prematuros; para enfermedades
osteoarticulares crénicas suelen emplearse dosis de 25 hasta 100 mg al dia (Polat et al.,
2010; Brunton y Chabner, 2012).
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Figura 3. Estructura quimica de la indometacina. Fuente: Rao y Knaus, 2008.

1.3.2 Mecanismo de dano gdstrico por indometacina

El uso de indometacina también se encuentra asociado a complicaciones del tracto
gastrointestinal tales como hemorragias y Ulceras, tanto a corto como a largo plazo (Tanaka
et al., 2002). Autores como Suwa et al., en 1987 reportaron que causa mayor dafio gastrico
en menores dosis que otros AINES en modelos animales, por lo que ha sido empleada
desde entonces para inducir dafio gastrico (Suwa et al., 1987; Wallace et al., 2000). La
indometacina al igual que todos los AINES, pueden alterar el equilibrio de la mucosa a
través de mecanismos que se dividen en acciones locales y sistémicas (Wallace et al., 2000;

Wallace, 2006). Los efectos locales involucran la necrosis del epitelio secundaria a la lisis
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osmotica, mientras que sistémicamente al suprimir la sintesis de prostaglandinas reducen la
secrecion de moco y bicarbonato, ademas disminuyen el flujo sanguineo haciendo a la
mucosa mas susceptible a los agentes agresores, invasion bacteriana y actividad de

endotoxinas (Bastaki y Wallace, 1999; Wallace et al., 2000; Wallace, 2006; Wallace, 2008).

Ademas de la inhibicion de las COXs, se han identificado otros mecanismos
relacionados con el dafio gdstrico generado por AINES, que al atravesar facilmente la
membrana plasmatica se ionizan perdiendo su liposolubilidad, comenzando a acumularse
dentro del ambiente neutro de las células; presentando efectos en mitocondria donde
desacoplan la fosforilacion oxidativa causando un decremento de ATP, generacion de
especies reactivas a oxigeno (ROS) y liberacién de calcio mitocondrial ( Ca2*) lo que
conduce a un desbalance osmético junto con la pérdida de control sobre las uniones
celulares, que finalmente da como resultado el aumento de la permeabilidad y un dafio

estructural (Leite et al., 2001; Maity et al., 2009; Matsui et al., 2011).

Cuando por el efecto irritante local de la indometacina o por el efecto de los agentes
agresores de la mucosa, los mecanismos de proteccidon se ven sobrepasados, se origina
necrosis del epitelio gastrico, acompafiado de la excrecién del contenido intracelular hacia
el intersticio (Wallace y Granger, 1996; Lanas, 2008). Este hecho, estimula al mastocito a
liberar moléculas proinflamatorias como las citocinas (entre ellas TNF-oc e IL-1B), que
pueden afectar la sintesis de prostaglandinas a través de la modulacién de la actividad de
COX vy, aungue el mecanismo no ha sido claramente reportado, las prostaglandinas son
parcialmente responsables de la liberacidn de las citocinas, debido a que su regulacién es
un proceso complejo que involucra a diversas moléculas, esto por su naturaleza pleiotrépica
(Wallace y Granger, 1996; Atay et al., 2000). La expresidon de citocinas, desencadena el
reclutamiento masivo de neutrdfilos en un proceso de extravasacion que consiste en la
marginacion, rodadura, adhesién, diapédesis y migracion del leucocito desde el endotelio
vascular hacia los tejidos y que es totalmente dependiente de la expresidn de moléculas de

adhesion de alta afinidad en el endotelio como ICAM-1 e integrinas CD11/ CD18 en
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leucocito (Wallace y Granger, 1996; Uchida et al., 2001; Laine et al., 2008; Wallace, 2008;
Cruvinel et al., 2010; Matsui et al., 2010). Una vez que el leucocito llega al sitio de lesién
libera leucotrieno B4 (LTB4) que funciona como un quimioatrayente para mas leucocitos, los
cuales se adhieren a pared del vaso y disminuyen la perfusiéon vascular provocando
isquemia en el tejido; ademds los leucocitos liberan proteasas y permiten la liberaciéon de
oxido nitrico mediado por la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), este 6xido nitrico
reacciona con los aniones superéxido producido también por neutrdfilos, formando
peroxinitrito que provoca mayor necrosis epitelial (Wallace y Granger, 1996; Uchida et al.,

2001; Lanas, 2008; Wallace, 2008; Cruvinel et al., 2010; Matsui et al., 2011).

1.3.3 Moléculas implicadas en el daiio gdstrico generado por AINES

Como se ha mencionado anteriormente, existen diversas moléculas implicadas en el
dano gastrico generado por AINES, cada una posee caracteristicas particulares que son
importantes de revisar, siendo LTB,;, TNF-o0 e IL-1f las que generan mayor interés en

nuestra investigacion.

1.3.3.1 Leucotrieno B, (LTB,)

El leucotrieno B4 (LTB;) es un eicosanoide que forma parte de la familia de los
leucotrienos; es un mediador proinflamatorio de naturaleza lipidica, se sintetiza
rapidamente a partir de los fosfolipidos de membrana principalmente en las células
inmunes, después de un estimulo por dafio mecanico, alérgenos, citocinas y factores de
crecimiento (Ohnishi et al., 2008). La lipooxigenasa 5 (5-LO) ya activa, convierte el acido
araquidonico producido por la cPLA; en acido 5-hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-HPETE) vy
después al intermediario leucotrieno A, (LTA;), que finalmente es hidrolizado por la
leucotrieno A4 hidrolasa, produciendo el LTB; (Atay et al., 2000; Ohnishi et al., 2008). El

LTB, se genera en polimorfonucleares, eosindfilos, macrofagos, células epiteliales y
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endoteliales, actuando a través de receptores de alta afinidad como el BLT1 en dichas
células; se inactiva a través de la degradacion, por m-oxidacién microsomal y por la
B—oxidacién mitocondrial (Monteiro et al., 2011). Esta relacionado con enfermedades como
asma, rinitis alérgica, dermatitis atdpica, conjuntivitis alérgica, artritis reumatoide y
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Atay et al., 2000; Ohnishi et al., 2008; Monteiro

et al., 2011).

El papel de los leucotrienos en la mucosa gastrica ha sido extensamente estudiado,
se ha reportado que de forma general estimulan la secrecion de pepsina, reducen el flujo
sanguineo e interfieren con el vaciamiento gastrico (Wallace y Granger, 1996; Atay et al.,
2000). En el dafio gastrico inducido por AINES como la indometacina, el LTB,; estimula la
sintesis de enzimas pro inflamatorias como TNF-a e IFN-y; también permite la expresion de
moléculas como las integrinas 32 (CD11/ CD 18) que promueven la adherencia del leucocito
al vaso, con lo que contribuye a la reduccién del flujo sanguineo y ademas, participan en la
generacioén de otras moléculas que alteran al endotelio vascular y a la mucosa gdstrica como
las especies reactivas a oxigeno (ROS) (Wallace y Granger, 1996; Davies y Wallace, 1997,
Wallace et al., 2001). Por lo anterior, el exceso de LTB; combinado con el déficit de PGE,

contribuye a la lesién gastrica ya provocada por los AINES (Atay et al., 2000; Wallace, 2001).

1.3.3.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-c)

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) es una hormona polipeptidica,
perteneciente a la super familia de mediadores que llevan su nombre, incluyendo al menos
15 citoquinas pro inflamatorias (Camussi et al., 1991). En cuanto a su conformacidn proteica
es una glicoproteina que se produce de novo en el momento de la activacién celular, se
sintetiza como un propéptido (de 233 aa y 26 kDa) que se encuentra en la superficie de la
membrana celular, el cual es procesado por cortes en el residuo 76 por accidn de la enzima
convertidora del TNF-a (TACE) a la forma soluble de TNF-a (de 157 aa y 17 kDa) y que

tiene actividad biolégica (Camussi et al., 1991; Newton y Decicco, 1999).
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Su produccidon es inducida por virus, parasitos, bacterias, células tumorales,
isquemia, trauma e irradiacion, asi como por citoquinas tales como interferén Gamma (IFN-
v), factor activador de plaquetas (PAF) y el mismo TNF-o. (Camussi et al., 1991). Es secretada
principalmente por células del sistema inmune, tales como los monocitos, macréfagos,
neutrdfilos y células natural killer; aunque, también existen reportes de que puede ser
producido por otras células tales como astrocitos, células kuppfer, microglias, miocitos,
osteoblastos, fibroblastos y células endoteliales bajo ciertas circunstancias (Camussi et al.,
1991; Korzekwa et al., 2011). El efecto pleiotrépico del TNF-oo tiene como resultado la
sintesis de citocinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN- ), siendo estos mediadores
los que actuan a su vez como inhibidores de su expresion, tales como IL-6, IL-10, PGE, y el
cortisol (Kunkel et al., 1986; Camussi et al., 1991). Debido a su accién proinflamatoria, se ha
considerado que el TNF-oo desempefia un papel importante en muchos trastornos
inflamatorios crénicos, incluyendo artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de
Crohn, vasculitis sistémica, rechazos a los injertos, entre otros (Camussi et al., 1991; Newton

y Decicco, 1999).

TNF-o. posee una actividad bioldgica en adipocitos y hepatocitos, donde provoca
catabolismo, lipdlisis y glucogendlisis; en el dafio gastrico generado por AINES, produce un
incremento de adherencia de leucocitos al endotelio vascular, por un proceso definido
como “activacion endotelial”, en donde el TNF-a hace que las células endoteliales generen
proteinas que le permiten reorganizarse estructuralmente y facilitar la expresion de
moléculas de adhesién endoteliales como ICAM-1 (Appleyard et al., 1996). En la
inflamacién, TNF-a es quimiotactico para los monocitos y polimorfonucleares, estimulando
la actividad fagocitica, la adhesion al endotelio y la produccion de especies reactivas de

oxigeno en estas células (Appleyard et al., 1996).
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1.3.3.3 Interleucina 1 beta (IL-10)

IL-1B es miembro de la familia de interleucinas 1, y junto con otras 11 citocinas
forma parte del grupo de mediadores de inflamacién mas importantes; es una proteina
producida principalmente por monocitos, macréfagos y células dendriticas aunque también
por células endoteliales y fibroblastos bajo ciertas circunstancias (Eder, 2008; Wallace,
2006). La produccion de IL-1B es inducida por estimulos como los lipopolisacaridos (LPS)
de microorganismos, que son reconocidos a través de los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) y ademds de diversas proteinas que son reconocidas por patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Eder, 2008). Tanto los PAMPs como los DAMPs,
permiten la activacién de los receptores de membrana tipo toll (TLRs) que desencadenan la
sintesis del pro péptido de IL-1 (31 kDa) localizado en vesiculas secretoras (Eder, 2008).
Este pro péptido gracias a la accidn de la enzima convertidora de interleucina 1 (ICE), es
procesado en el residuo 116 y se convierte en una molécula IL-13 activa (de 269 aay 17.5
kDa) que es llevada hacia el exterior de las células por medio de exocitosis, no hallandose
en la circulacidn general excepto en casos de patologia severa ( Martinon et al., 2002; Eder,

2008; Lopez- Castejon et al., 2011).

IL-1B es una citocina que actua en diversos tejidos y que tiene principalmente
funciones inmuno reguladoras; permitiendo la induccién de fiebre, proliferacién,
maduracion de linfocitos vy fibroblastos, asi como el aumento del catabolismo muscular
(Eder, 2008; Sahoo et al.,, 2011). En el dafio gdstrico generado por AINES, participa
mediante el reclutamiento de neutrdfilos, activacion de moléculas de adhesién y Ia
induccion de otras citocinas; sin embargo, también es un potente inhibidor de la secrecién
de HCl y paraddjicamente puede ser capaz de inducir la expresion de COX-2 e iNOs,
generando cierto grado de resistencia a las lesiones, por lo que su papel en el dafio gastrico

aun no es comprendido del todo (Wallace, 2006; Wallace et al., 2011).
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1.4 Alternativas terapéuticas para reducir el daio gdstrico generado por AINES

Como se ha mencionado anteriormente, las prostaglandinas que contribuyen a
mantener la integridad de la mucosa gastrica de manera basal provienen principalmente de
la COX-1, mientras que las derivadas de COX-2 participan en circunstancias donde la
integridad de la mucosa estd comprometida o durante procesos inflamatorios (Laine et al.,
2008). La literatura sefiala que 300 millones de personas en todo el mundo usan AINES, y al
menos el 8% de la poblacion de la tercera edad padece una enfermedad crénica
inflamatoria; reportandose un incremento en el uso de estos AINES de manera proporcional
a la edad (Cavallini et al., 2006). Por ello, con la finalidad de reducir el dano gastrico
generado por AINES vy ayudar en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, se
disefiaron los AINES selectivos para la COX-2 (Coxib), entre los que se encuentran el
rofecoxib, los cuales lograron una reduccién del dafio gastrico; pero estos farmacos
administrados de manera crénica comenzaron a inducir en los pacientes que los consumian
de manera crdnica, efectos tales como tromboembolias e infarto al miocardio, obligando a
retirar del mercado a rofecoxib en 2004 e incluso a recomendar discrecién en el uso de
otros AINES, por lo que el uso de los Coxib no logré ser una estrategia éptima para reducir

el dafio gastrico generado por AINES (Watson et al., 2000; Fosbgl et al., 2010).

Hasta el momento, las estrategias para reducir el dano gdastrico mas utilizadas
incluyen la coterapia con otro tipo de farmacos entre ellos los antagonistas de receptores
de histamina tipo H,, entre los que se encuentran la cimetidina, famotidina, nizatidina y
ranitidina (siendo esta ultima la mas utilizada) (Becker et al., 2004). Estos farmacos inhiben
de manera competitiva la unién de histamina con los receptores de histamina H, de la
célula parietal logrando suprimir la secrecién de HCI, sin embargo incrementan el riesgo de
sangrados gastricos, ya que suelen enmascarar los sintomas de alarma (vomitos, dolor
estomacal o dolor de cabeza), por lo que ha comenzado a disminuir su uso en la prevencion
de la gastropatia generada por AINES (Becker et al., 2004). Otros de los farmacos empleados

en la coterapia para el dano gastrico generado por AINES son los inhibidores de la bomba
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de protones (H+, K+ -ATPasa ) como el lansoprazol, pantoprazol y omeprazol, siendo este
ultimo el mas utilizado a dosis de 20 mg diarios, y cuyo mecanismo de accién consiste en
formar una unidn covalente entre su subunidad alfa y la H +/K+ -ATPasa, inhibiendo la
actividad de esta ultima de forma irreversible; estos farmacos reducen el dafio gdastrico en
combinacidon con AINES tradicionales, pero tienen como desventaja el alto impacto
econdmico en los pacientes, ya que tendrdn que sostener un tratamiento de hasta 8
semanas en promedio para disminuir la lesiéon (Biswas et al., 2003; Abramson y Weaver,

2005; Latimer et al., 2009).

Entre las terapias para disminuir el dafio gastrico generado por AINES no tan
empleadas, se encuentra el uso del misoprostol, un analogo de la prostaglandina que se
utiliza para sustituir localmente las prostaglandinas inhibidas por AINES y que en la clinica
logra una reduccién efectiva del dafo gastrico; desafortunadamente sus efectos
secundarios como diarrea frecuente, dolor abdominal constante y ser un potente abortivo
limitan su uso, por lo que rara vez son prescritos (Becker et al., 2004; Cavallini et al., 2006).
En cuanto a los AINES tradicionales como la aspirina, se han sintetizado farmacos como
aspirina liberadora de 6xido nitrico (NO-NSAID) y sulfuro de hidrégeno (H,S-NSAID) que han
reportado una disminucidn del dafio gastrico; esta clase de farmacos aln se encuentran en
fase experimental por lo que sus efectos secundarios no han sido definidos (Wallace, et al.,

2004).

1.5 Acido docosahexanoico (DHA)

En la actualidad, se ha mostrado predileccidén por el empleo de terapias con productos
de origen natural; por ello han formado parte importante de nuestra dieta diaria, como es
el caso del aceite de pescado, el cual se emplea frecuentemente debido a sus multiples
efectos benéficos y a que contiene entre sus componentes al 4acido docosahexanoico
[22:6n-3, DHA] . En cuanto al 4cido Docosahexanoico, este esta formado por 22 carbonos y

6 dobles enlaces (Figura 4), y es un acido graso poliinsaturados omega-3 (PUFA n-3) cuya
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nomenclatura se basa en la posicién del primer doble enlace contado desde el grupo metilo
(omega) terminal; en los seres humanos no puede sintetizarse de novo (al carecer de A12-y
A15-desaturasas), pero puede obtenerse directamente del consumo de alimentos ricos en
acidos grasos esenciales como son el aceite de pescado (salmdn, atun, sardinas, mariscos y
arenque) cuya composicion de DHA varia entre un 6 a 12 % dependiendo de su origen, pero
también lo podemos encontrar en las semillas de girasol, cdrtamo, calabaza, sésamo, maiz,
soja, haba, nuez, linaza, germen de trigo en rangos de 7 a 20 %, en forma de precursores

(Applegate y Glomset, 1986; Sargent, 1997; Holub, 2002; Tvrzicka et al.,2011).

Al ser ingerido en forma de cis A Il 4cido docosenoico o como un precursor llamado
acido alfa linolénico (18:3n-3) sufre la introduccion de un doble enlace en el carbono 6 por
accion de la A6 desaturasa formando un intermediario denominado acido esteariddnico
(18:4n-3), siendo esta reaccidn el paso limitante en la via de su sintesis, seguido por la
adicion de dos carbonos por la actividad elongasa formando el acido eicosatetraenoico
(20:4n-3) y luego de una desaturacion en el carbono 5 por la A5 desaturasa forma 4acido
eicosapentaenoico (20:5n-3), posteriormente ocurre una elongacion que sintetiza dcido
docosapentaenoico (22:5n-3) y luego DHA por medio de la A 4 desaturasa (Holub, 2002;
Burdge, 2004). La conversién de acido alfa linolénico hacia DHA ocurre con una eficiencia
< 0.1% en hombres y 9% en mujeres; debido al hecho de que gran parte del acido alfa
linolénico que se consume en la dieta se somete a la B oxidacién en mitocondrias y sélo una
pequefia cantidad queda disponible para la conversiéon hacia DHA. En el caso de las
mujeres, una menor tasa de utilizacién de acido alfa linolénico en la [} oxidacion hace que
puedan convertir mas DHA y como la regulacién de 6A desaturasa es responsabilidad de las
acciones de los estrégenos, permiten mantener los niveles de DHA durante el embarazo
(Burdge et al., 2002; Burdge, 2004). Surgiendo la importancia del consumo de DHA pre-
formado en la dieta para el mantenimiento de concentraciones adecuadas de DHA en los
tejidos, en donde el género ya no influye en la utilizacién y accion del mismo (Burdge,

2004).
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Figura 4. Estructura quimica del dcido docosahexaenoico. Fuente: Holub, 2002.

El papel esencial de los acidos grasos poli insaturados omega-3 (PUFA n-3) cobré
interés a partir de 1970, con las observaciones en la baja incidencia de diversas
enfermedades con un componente inflamatorio en poblaciones con alto consumo de PUFA
n-3, que impulsaron el desarrollo de investigaciones en modelos animales, cultivos celulares
y seres humanos; dichas investigaciones reportan el papel esencial del DHA para el
desarrollo de la sinaptogénesis en el sistema nervioso central (SNC) de los seres humanos,
ya que puede encontrarse en los aminofosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilserina (PS) de las membranas neuronales y fotorreceptores (Lukiw y Bazan, 2008).
Aunque los detalles de su accidon e interaccidn a nivel molecular permanecen en
investigacion, conclusiones preliminares refieren que su accion puede involucrar el alto
grado de flexibilidad conformacional que le confiere el metileno presente en su estructura,
siendo este lo que le permite formar un angulo que encaja con las superficies de otras
moléculas como los fosfolipidos de membrana celular; por ello, el DHA puede alterar las
propiedades fisico-quimicas de la membrana celular modificando la sefalizacidn celular, la

expresion de genes y los procesos biosintéticos (Applegate y Glomset, 1986).

El DHA se utiliza como un suplemento nutricional con dosis recomendada de hasta

200 mg al dia solo y de hasta 450 mg al dia en combinacién con otros omega-3 (Morisseau
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et al., 2011; Tvrzicka et al., 2011). Se han documentado extensamente los beneficios de sus
propiedades antiaterogénicas y antitrombodticas pero principalmente su papel como
cardioprotector y neuroprotector, ademas se ha comenzado a estudiar su participacién en
la inflamacion y el dolor (Morisseau et al., 2011; Mayurasakorn et al., 2011; Tvrzicka et al.,
2011). Existen reportes en donde el consumo PUFA n-3 ejerce efectos en la resolucién de la
respuesta inflamatoria; debido a un mecanismo que involucra la competencia del DHA con
el acido araquiddénico por las enzimas omega oxidasas del citocromo P450 (CYP)
especificamente por la CYP4F2, reemplazando al acido araquidénico en las vias de
lipooxigenasa (LOX) o ciclooxigenasa (COX) particularmente COX-2, lo que resulta en el
bloqueo de la produccidon de los eicosanoides inflamatorios (Morisseau et al., 2011; Nauroth

et al.,, 2010).
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2. ANTECEDENTES

Hasta el momento no se han realizado estudios que eluciden la participaciéon o
efecto protector del DHA; sin embargo, contamos con el antecedente de los estudios que se
han hecho sobre la administracion de aceite de pescado en modelos murinos, entre estos

destacan los siguientes:

En 1989, Faust y colaboradores, observaron un menor nimero de lesiones gastricas
en ratas que recibieron una dieta suplementada con 10% de aceite de pescado por 8
semanas, comparadas con las ratas que recibieron el vehiculo y la inducciéon de dafio

gastrico por etanol.

En el 2006, Battacharya y colaboradores, indican que la administracién de 200
mg/kg de aceite de pescado dos veces al dia durante 5 dias ejerce un efecto gastroprotector
de hasta un 80% en modelos murinos de dafio gastrico inducidos por aspirina, estrés

debido a frio, etanol y la ligadura de piloro.

En 2011, Qun Zhang y colaboradores, reportan que acidos grasos omega-3 a dosis
de 5g/kg aumentan la motilidad gastrica después de una gastrostomosis en modelo
murino, a través de la inhibicion de acido gastrico, disminuyendo la inflamacién post

operatoria por la reduccion de los niveles de IL-13 y TNF-a.
Existen multiples estudios acerca de los mecanismos y moléculas implicadas en el
dano gdstrico generado por AINES, para fines de nuestra investigacion es oportuno

mencionar los siguientes:

En 1987, Suwa y colaboradores, demuestran que al comparar la administracion

Unica de diferentes AINES, la indometacina es la que provoca un mayor dano gastrico en
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comparacion con los demas AINES y que su mecanismo esta relacionado con la disminucion

de prostaglandinas en tejido gastrico.

En 1992, Asako y colaboradores, observaron que la administracion de 25 pg/ml de
indometacina provoca el aumento de los niveles de LTB; en el mesenterio de la rata,
ademas de que el dafio gastrico por indometacina involucra la adherencia de leucocitos en

endotelio vascular a través de un mecanismo dependiente de LTB,.

En 1996, Appleyard y colaboradores, indican que en la adherencia de leucocitos al
endotelio vascular involucrada en el dafio gastrico por indometacina, existe también un
incremento en los niveles plasmaticos de TNF-a, por lo que dicha citocina juega un papel

importante en este dafio.

En 2000, Wallace y colaboradores, reportan que es necesaria la inhibicion de las
dos formas de cicloooxigenasa para que los AINES generen un dafo gdstrico, siendo que la
administraciéon de indometacina provoca una disminucién en la sintesis de PGE; en tejido
gastrico de rata y el aumento de la adherencia de leucocitos al endotelio del mesenterio en

rata.
En 2008, Zhang y colaboradores, demuestran que la administracion intragastrica de

indometacina a dosis de 48 mg/kg induce un incremento en las concentraciones de IL-1f y

TNF-o en la mucosa gastrica de la rata.
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

Los AINES son los medicamentos mas prescritos en el mundo; se ha demostrado
gue el consumo croénico de alcohol, tabaquismo, infeccidn por H. pyloriy el uso crénico de
AINES son causas principales de lesiones gastricas, entre ellas las Ulceras que se caracterizan
por inflamacién y sangrado en los pacientes no tratados, desarrollando a la larga
complicaciones como atrofia e incluso cancer gastrico. En México, las uUlceras gdstricas y
duodenales se reportan semanalmente en el Sistema Unico de informacion para la vigilancia
epidemioldgica con la clave CIE 10 K25-K29, ubicdndose entre las 20 primeras causas de
mortalidad en la poblacién en los ultimos 5 afios, y ocupando el cuarto lugar dentro de las
veinte principales causas de enfermedad durante el 2008 con una morbilidad de 1 767.07
casos por cada 100 000 habitantes, en donde han permanecido durante 2009 y 2010 con
una incidencia de 1780.69 casos por cada 100 000 habitantes, siendo mas alta en grupos de
edad entre 45 a 64 afios (INEGI, 2011; CENAVECE, 2011). Esta alta incidencia estd asociada
con el uso frecuente de AINES para el alivio del dolor e inflamacion de enfermedades

osteoarticulares (INEGI, 2011; CENAVECE, 2011).

Ha sido bien establecido que los AINES bloquean las ciclooxigenasas que intervienen
en la respuesta inflamatoria normal y por lo tanto, blogquean Ila produccion local de
prostaglandinas, asociandose con incremento en la permeabilidad de acido y pepsina en la
mucosa originando erosiones y ulceras gastricas (Bastaki y Wallace, 1999). La mayoria de
los AINES existentes no son selectivos, por ello los enfoques terapéuticos para reducir los
efectos gastrointestinales asociados a los AINES estan dirigidos a un cotratamiento, ya sea
con inhibidores de la bomba de protones, agonistas de receptores de histamina H, vy
antidcidos junto con la implementacién de medidas higiénico dietéticas; sin embargo, no se
ha alcanzado una reduccidn en la incidencia de estos casos. Surgiendo de ahi la importancia
de disefar nuevas terapéuticas para la prevencién del dafo gastrico ante el uso crénico de
AINES. Ademads, el dafio gastrico generado por AINES involucra la lesidn del tejido per se,

por lo tanto es importante averiguar la participacion de moléculas como las que derivan de
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acidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFA); siendo particularmente de interés el acido
docosahexaenoico (DHA), del cual se han reportado estudios que destacan sus efectos
citoprotectores en otros sistemas. Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado el
efecto gastroprotector del DHA en modelos de dafio gdstrico, por lo que consideramos

importante determinar su posible efecto terapéutico.

24



4. HIPOTESIS

El DHA (acido docosahexaenoico) podria generar un efecto gastroprotector en el modelo
murino de dafio gastrico inducido por indometacina, probablemente este se llevaria a cabo

a través de la modulacion de PGE,, LTB4, TNF-a. e IL-13.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto y mecanismo gastroprotector del DHA (4cido docosahexaenoico) en el

dafo gastrico inducido por indometacina en un modelo murino.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el dafio gdstrico generado por la administracién de indometacina a

diferentes dosis en un modelo murino.

Identificar el efecto gastroprotector del DHA (acido docosahexaenoico) en el dafio

gastrico inducido por indometacina en la rata.

Cuantificar los niveles de PGE, y LTB, en tejido gastrico de rata después de la

administracion de DHA en el modelo de dafio géstrico inducido por indometacina.
Determinar la expresién de las proteinas TNF-o. e IL-1P en tejido gastrico de rata

después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por

indometacina.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para desarrollar la presente investigacion, se empleé la siguiente estrategia
metodoldgica general (Diagrama 1):

Primero a través de la administracion de diferentes dosis de indometacina en ratas
durante diferentes tiempos, se evalué el modelo de dafio gastrico generado por la
administracién aguda, asi como la obtencion de una dosis estandarizada (ver Diagramas 2 y
3 en anexo); después se evalud el dafio gastrico generado después de un pretatamiento
con DHA en el modelo de dafio gastrico por indometacina en la rata, obteniendo muestras
de tejido (ver Diagrama 4 en anexo); a las que posteriormente se les cuantificé por ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), los niveles de PGE; y LTB,4 (ver Diagrama 5 en
anexo); también se determind por la técnica de Western blot la expresion de proteinas
TNF-o e IL-1P3 (ver Diagrama 6 en anexo), y finalmente se realizd un analisis, presentacion

y discusién de resultados que nos permitieron la elaboracién de conclusiones.

»

Administracion de indometacina de
maneracrdnicay aguda, en
diferentes dosis en ratas Wistar
hembras acondicionadas 2 semanas,
obteniendo una dosisestandarizada.
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Administracion de DHA en el
modelo de dafio gastrico
inducido por indometacina
en la rata, evaluandoel
efecto gastroprotector.

Diagrama 1. Estrategia metodoldgica general
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Farmacos y Reactivos

Todos los reactivos y farmacos fueron preparados momentos previos a su uso; la
indometacina fue disuelta en NaHCO; al 0.5%, el omeprazol fue disuelto en NaCl 0.9 % y se
utilizé aceite de oliva como vehiculo para el dcido docosahexaenoico. Indometacina (17378),
omeprazol (0104), acido docosahexaenoico (D2534), albumina sérica bovina (B4287),
laemmli 2X (S3401), dodecil sulfato sédico (436143), fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St
Louis, MO, USA). Los kits de inmunoensayo ligado a enzimas para PGE, (514010) y LTB,
(52011) fueron obtenidos de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA). El agua usada para
el inmunoensayo fue purificada en un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). El
Coctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (11873580001) se obtuvo de Roche. La
membrana de nitrocelulosa (1620115), azul de coomasie G 250 (1610406), tris
[hidroximetil] aminometano (1610719), glicina (1610718), persulfato de amonio (1610700),
tetra-metil- etilendiamina. (1610700), tween 20 (1706531), solucién a 40% / bis acrilamida
(1610146) y marcador de peso molecular dual color (25002) obtenidos de Bio-Rad
Laboratories (Hercules, CA, USA). NaHCO; (3606-07), NaCl (3624-19), KH,PO, (3246-19),
Na,HPO4 (4062-02), CH30H (9070-03), C,Hs0(9014-03), acido fosférico (0260-03), obtenidos
de JT. Baker Chemical Co. (Center Valley, PA, USA). Los anticuerpos primarios para TNF-o.
(1350), IL-1p (1252), actina (1615) y el anticuerpo secundario mouse anti- goat 1gG- HRP
(2354) fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). El reactivo
para deteccién de Western blotting ECL (34080) fue obtenido de Thermo Fisher Scientific
Inc. (Rockford, IL USA).
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8.2 Animales

Todos los animales experimentales fueron tratados cumpliendo con las normas
internacionales y acorde a la Norma Oficial Mexicana (NOM- 062- ZO0-1999) para la
produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio. El tamafio de las muestras por
grupo fue de 6 ratas. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar con un peso de 180 a 220
gramos, obtenidos del bioterio del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV). Las ratas fueron acondicionadas en jaulas de
policarbonato bajo condiciones de temperatura controlada (22 + 1°C), con ciclos de luz-
oscuridad (12 h), alimentadas con comida en pellets estandar y agua de grifo ad libitum
durante 2 a 3 semanas previas al experimento. Los animales fueron privados de alimento
pero con libre acceso al agua, colocdndolos en jaulas con gradilla para evitar la coprofagia

de 18 a 20 h previas al experimento.

8.3 Modelo de daiio gdstrico generado por indometacina

La induccidon de dafo gastrico se realizd siguiendo la metodologia descrita por
Wallace, en 2000 y Chavez-Pina et al., en 2008 con algunas modificaciones. Brevemente, el
dafio gastrico se produce por la administracién de indometacina por via oral (a través de
una canula metalica) a los animales de experimentacién con ayuno previo de 18 a 20 h y con
libre acceso al agua. Tres horas después de la administracidn, los animales fueron
sacrificados en camara de CO, extrayendo el estdmago y abriéndolo por la curvatura
mayor para una completa extensién; finalmente se efectud el analisis macroscépico de las
lesiones, el cual consiste en medir el largo y ancho de cada lesién y obtener la suma total
del 4rea de lesion (mm?) para cada rata; este modelo se puede adaptar a crénico si se

efectla la administracién diaria de indometacina a dosis bajas (Polat et al., 2011).
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8.3.1 Evaluacion del dafio gdstrico generado por la administracion cronica de
indometacina a diferentes dosis.

Para determinar si el modelo de dafio gdstrico que utilizamos es el dptimo, ratas
Wistar hembras en las condiciones antes descritas fueron divididas aleatoriamente en
grupos, a las cuales se les administro diariamente indometacina por via oral en dosis de 0.5,
3y 5 mg/kg o el mismo volumen de vehiculo (NaHCO; al 0.5%) durante 1 semana y por 3
semanas, respectivamente. La hora de administracidon para todos los grupos se mantuvo
constante. La evaluacién del dafo gdstrico fue determinada de acuerdo al punto 8.3. Las

dosis utilizadas estuvieron basadas en las descritas por Polat y colaboradores, en el 2011.

8.3.2 Evaluacion del dafio gdstrico generado por la administracion aguda de indometacina

a diferentes dosis.

Ratas Wistar hembras en las condiciones descritas previamente, fueron divididas
aleatoriamente en grupos, sometidas a un ayuno previo de 18 a 20 h; a las cuales se les
administré por via oral indometacina en dosis Unica de 3, 10 y 30 mg/kg o el mismo
volumen de vehiculo (NaHCOs al 0.05%), respectivamente. La evaluacion del dafid géstrico
fue determinada de acuerdo al punto 8.3. Finalmente al evaluar los resultados, se elige la
dosis de 30 mg/kg para evaluar el efecto gastroprotector de DHA, basandonos ademas en

las dosis utilizadas en estudios como los de Wallace et al., en 1993 y Zhang et al., en 2008.

8.4 Efecto gastroprotector del DHA (dcido docosahexaenoico) en el daio gdstrico agudo
inducido por indometacina en la rata.

Ratas Wistar en condiciones previamente descritas, fueron divididas aleatoriamente
en grupos y sometidas a un ayuno previo de 18 a 20 h, se les administrd por via oral acido
docosahexaenoico en dosis Unica de 3, 10 y 30 mg/kg o el mismo volumen de vehiculo
(aceite de oliva), 2 h después se administré indometacina en dosis Unica de 30 mg/kg por

via oral para inducir dafio gastrico o el mismo volumen de vehiculo (NaHCO3 al 0.05%). Tres
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horas después de su administracién, los animales fueron sacrificados en camara de CO,
extrayendo el estémago y abriéndolo por la curvatura mayor para una completa extension.
Finalmente se efectud el andlisis macroscépico de las lesiones, el cual consiste en medir el
largo y ancho de cada lesidn y obtener la suma total del drea de lesién (mm?) para cada
rata. Se eligié ese tiempo para la administracion del DHA basados en reportes como el de
Christensen et al., 1995 y Schuchardt et al., 2011 donde se indica que los niveles

plasmdticos de DHA son detectables desde las 2 h de su administracién oral.

8.4.1 Efecto gastroprotector del DHA (dcido docosahexaenoico) frente al efecto
gastroprotector del omeprazol en el dafo gdstrico agudo inducido por indometacina en
la rata.

Ratas Wistar en condiciones previamente descritas, fueron divididas aleatoriamente
en grupos y sometidas a un ayuno previo de 18 a 20 h, se les administrd por via oral una
dosis Unica de 30 mg/kg de omeprazol o el mismo volumen de vehiculo (NaCl 0.9 %), 30
min después se administré indometacina en dosis Unica de 30 mg/kg por via oral para
inducir dafio gastrico o el mismo volumen de vehiculo (NaHCOs al 0.05%). La evaluacién del
dand gastrico se determind de acuerdo al punto 8.3. El tiempo y las dosis fueron

seleccionadas basandonos en la metodologia descrita por Navarrete et al., en 2005.

8.5 Cuantificacion de los niveles de PGE, y LTB, en tejido gdstrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dano gdstrico agudo inducido indometacina.

Una muestra del cuerpo del estémago fue colocado en un microtubo (tubo
eppendorf) que contiene 1 ml de amortiguador de fosfatos (NaH,PO; y NaHPO, 10mM/ L ;
pH 7.4); el tejido fue cortado con tijeras por 30 s, incubado en bafio de agua (37 °C) con
movimiento por 20 min, posteriormente la muestra fue centrifugada (13 000 rpm) por 1

minuto, el sobrenadante fue guardado en un microtubo y almacenado a - 70°C para la
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posterior cuantificacion de PGE,y LTB,4 por el método de ELISA, de acuerdo a la metodologia

descrita por Chavez-Pina et. al., en 2008.

La cuantificacién de PGE, y LTB; respectivamente, se realizd acorde a las
instrucciones de los kits de inmunoensayo ligado a enzimas para PGE, (514010) y LTB,
(52011) de Cayman Chemical Co. . Brevemente, el ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas de los kits estan basado en la competencia entre una cantidad constante de PGE; o
LTB,4 ligado a acetilcolinesterasa (AChE), y la cantidad indeterminada de PGE, o LTB, en las
muestras por la unidén a una cantidad constante de anticuerpo anti PGE; o anti LTB,. Este
complejo de anticuerpo - PGE, 0 LTB4, se une a un anti- IgG que esta previamente unido al
pozo; después de 18 h, la micro-placa se lavd para eliminar el exceso no unido v,
posteriormente se afadid un sustrato para acetilcolinesterasa. Este sustrato permite una
reaccidon enzimatica, que da como resultado una coloracién amarilla que puede ser leida
en un espectrofotémetro a 412 nm; la intensidad del color, es inversamente proporcional
a la cantidad de PGE, o LTB; libres presentes en las muestras durante el tiempo de

desarrollo del ensayo.

8.6 Determinacion de la expresion de TNF-a e IL-1/3 por la técnica de Western blot

Para determinar la expresion de las proteinas TNF-a e IL-13 con la finalidad de evaluar
su posible participacion en el efecto gastroprotector del DHA, una muestra del cuerpo del
estdbmago de los grupos tratados con DHA, asi como en condiciones basales vy los
respectivos vehiculos, fueron colocados en microtubos, pesados y congelados en

nitrégeno liquido y posteriormente almacenados a - 70°C (Martin et al., 2008).

8.6.1 Obtencion de extractos proteicos

Para la obtencién de extractos proteicos totales, se efectud la pulverizacién mecanica

del tejido en un mortero pre congelado para después colocar la muestra en un
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amortiguador de lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 7.4) a proporcion 1:3 al cual se le incorpord un
cocktail de inhibidores de proteasas y PMSF (100 mM) de acuerdo a la metodologia descrita
por Martin et al., en 2008. Las muestras fueron colocadas en microtubos y centrifugadas a
14 000 rpm por 15 min en una micro centrifuga refrigerada a 4°C, transcurrido el tiempo se

recolectd el sobrenadante y fueron almacenados a - 70°C.

8.6.2 Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford

Se determind la concentracidn de proteinas totales por el método de Bradford mediante
la comparacion de una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) (1 ug / ml), H,0 800
ply reactivo de Bradford 200 pl. La BSA fue utilizada en un rango de concentraciones de 0 a
10 pg, mientras que las muestras fueron leidas a dilucion 1:6 debido a la alta
concentracion protéica de las mismas. Tanto la BSA como las muestras se leyeron a una
longitud de onda de 595 nm, en un espectrofotdmetro; después se determind la

concentracién proteica interpolando el valor de las muestras en la curva estandar de BSA.

8.6.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

A partir de los extractos proteicos obtenidos en el procedimiento previo, se continud
con la preparacién de la muestras agregando un amortiguador de carga ( Laemmli 2x) en
una proporcién 1:1, y calentadd a 90 °C por 5 min en bafio Maria. Las proteinas fueron
separadas por el método SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sédico); el porcentaje de gel separador usado fue del 12% para TNF-o. y 15 % para
IL-1B. Para la electroforesis, se usé una carga de 80 ug de proteina por muestra y
finalmente se corrid la electroforesis a 120 V por 90 min para TNF-oo y a 120 V por 120
min para IL-1B, usando el sistema de electroforesis MiniPROTEAN 3 (Bio- Rad). Al término
de la misma se efectud la tincidon de los geles con azul de Coomassie para verificar la
integridad de proteinas y en su caso se continué con la transferencia a membrana de

nitrocelulosa.
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8.6.4 Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Una vez completada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa, que fue hidratada en el amortiguador de transferencia, junto
con el papel filtro y esponjas. Se prepard el “sandwich” tipico de transferencia con el
siguiente orden del anodo hacia el catodo: esponja, papel filtro, gel, membrana de
nitrocelulosa, papel filtro y esponja. La transferencia humeda fue llevada a cabo con el
sistema mini transblot Cell System (biorad) durante 90 min a 310 mA a 4 °C para ambas
proteinas. Al término de la transferencia se colocé la membrana en rojo ponceu para
verificar la eficiencia de la transferencia, dejandose por algunos min, y posteriormente se

lavd la membrana con H,O bidestilada hasta eliminar por completo el colorante.

8.6.5 Bloqueo e incubacion de la membrana con anticuerpos de interés

Para efectuar el bloqueo de las membranas, se realizd la siguiente

metodologia:

PBS-Tween 0.05% con 15% de
leche libre de grasa por 1 h a 3 veces con PBS- Tween 0.05% de
temperatura ambiente 5, 10 y 15 min cada uno TNF-o
TBS-Tween 0.05% con 5% de
leche libre de grasa toda la 3 veces con TBS- Tween 0.05% de
noche a 4°C 10 min cada uno IL-1B
1 vez con PBS- Tween 0.05%
de 10 min B actina
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Al término de los lavados, se realizé la incubacién con el anticuerpo primario con las

siguientes condiciones:

dilucién |todala noche a
TNF-a. policlonal (SC-1350) |1:200 4°C

2ha

dilucién | temperatura
IL-1B policlonal (SC-1252) 1:500 ambiente
dilucién |todala noche a
B actina policlonal (SC-1615) |1:200 4°C

El anticuerpo TNF-o. es un anticuerpo policlonal dirigido al extremo N terminal de
TNF-a, obtenido de cabra y purificado por afinidad; el anticuerpo IL-1p es un anticuerpo
policlonal dirigido al extremo C terminal de IL-1pB, obtenido de cabra y purificado por
afinidad; el anticuerpo 3 actina es un anticuerpo policlonal dirigido al extremo C terminal
de actina, obtenido de cabray purificado por afinidad; finalmente el anticuerpo secundario
es un anticuerpo monoclonal dirigido a IgG de cabray conjugado con HRP (peroxidasa de
rabano) obtenido de ratén vy purificado por afinidad. Como se menciond anteriormente,
después de revelar las membranas con las proteinas de interés, se reutilizaron las
membranas para incubar con B actina como control de referencia por ser una proteina

constitutiva en todas las células.

Al final del tiempo de incubacidn, se efectuaron los lavados respectivos con PBS-
Tween 0.05% y TBS- Tween 0.05%; posteriormente se incubaron todas las proteinas de
interés con el anticuerpo secundario raton anti-cabra HRP (SC-2354) en una dilucién 1:3000,
durante 1 h en agitacién orbital a temperatura ambiente. Finalmente, se hicieron los
lavados con PBS- Tween 0.05% y TBS- Tween 0.05% respectivamente y se continuo con el

revelado.
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8.6.6 Revelado

Las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia, utilizando luminol en
presencia de perdxido de hidrégeno en una relacién 1:1, procurando cubrir la membrana en
su totalidad y colocandolas en un casete de revelado exponiéndola a una placa radiografica
del mismo tamafio. Finalmente, se cerrd el casete para detectar la quimioluminiscencia por
tiempos de exposicion desde 30 s a 35 min. La mezcla de luminol y peréxido sirvié como
sustrato para la peroxidasa de rabano (HRP) que esta conjugada con el anticuerpo
secundario, lo que permite una la quimioluminiscencia que se puede detectar al exponerla

membrana a la placa radiografica del mismo tamafo de la membrana.

8.6.7 Andlisis densitométrico

El andlisis densitométrico de cada una de las bandas obtenidas en cada Western blot
se valord con el Programa Image J, el cual analiza la densidad éptica del drea de cada
banda determinando un valor en unidades dépticas para cada una. Al final se realiza la
normalizaciéon de los valores obtenidos para las bandas de TNF-ay IL-1B con su [

actina respectiva, para asi obtener la expresion relativa de cada proteina.

8.7 Andlisis Estadistico

Todos los resultados fueron analizados por medio de la prueba estadistica del
analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de comparacion multiple
Newman-Keuls obtenidas con el programa GraphPad Prism 5. La significancia estadistica

fue considerada cuando p es < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion del dano gdstrico generado por la administracion cronica de indometacina
a diferentes dosis

La administracién via oral de indometacina en dosis Unica diaria por 1y 3 semanas,
causa un drea de dafio géastrico (mm?) de manera dosis dependiente, siendo la dosis de 5
mg/kg administrada durante una y tres semanas la que presentd una mayor area de dafio
en comparacion con su vehiculo (NaHCOs; al 0.5 %) ( 3.5 + 0.5 mm? y 275+ 0.9 mm?,

respectivamente) (Grafica 1).
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Grafica 1. Dafio gastrico inducido por la administracién crénica de indometacina (0.5, 3 y 5 mg/kg, p.o.)
durante 1 (A)y 3 (B) semanas. Los datos son expresados como la media £ el error estandar (n=6). * P <0.05

vs vehiculo (NaHCO5al 0.5 %).
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9.1.2 Evaluacion del dafo gdstrico generado por la administracion aguda de indometacina
a diferentes dosis

La administracién por via oral de una dosis Unica de indometacina, causa un area de
dafio gastrico (mm?) de manera dosis dependiente, siendo la dosis de 10 y 30 mg/kg las
que presentaron una mayor drea de dafio en comparacién con su vehiculo (NaHCO3 al 0.5
%) (18.1 + 3.2 mm? 32.6 + 4.2 mm’y 0 mm?, respectivamente); en donde la dosis de 30
mg/kg presenta la mayor area de dafio reportado, por lo que se utiliza esta dosis para

inducir dafno gastrico (Grafica 2).
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Grafica 2. Dafio gastrico inducido por la administracién aguda de indometacina (3, 10 y 30 mg/kg, p.o.). Los

datos son expresados como la media t el error estandar (n=6). * P < 0.05 vs vehiculo (NaHCO; al 0.5%).
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9.2 Efecto gastroprotector del DHA (acido docosahexaenoico) en el dafio gdstrico agudo
inducido por indometacina en la rata

El pre-tratamiento por via oral de DHA (3, 10 y 30 mg/kg) demostré una disminucion
del drea de dafio gastrico (mm?) causado por la administraciéon de indometacina en dosis
Unica (30 mg/kg p.o.), presentando dicha disminucion de forma dosis dependiente (19.3
1.7 mm? 9.6 + 2.0 mm?y 5.1 + 1.03 mm?, respectivamente); siendo este dafio menor en
todas las dosis evaluadas y estadisticamente significativo en comparacion con el efecto
producido por el vehiculo (NaHCO; al 0.5 %) (28.38 + 5.6 mm?). Mientras que el grupo en
condiciones basales al que solo se le administraron los vehiculo de indometacina (NaHCO3

al0.5%) y DHA (aceite de oliva) no presentd dafio gastrico (Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto del DHA (3, 10 y 30 mg/ kg, p.o.) en el dafio géstrico inducido por la administracidon aguda de
indometacina (30 mg/kg, p.o.). Las ratas fueron pre tratadas con vehiculo (aceite de oliva) o DHA, 2 h antes de
la administracién de indometacina. Los datos son expresados como la media + el error estandar (n=6). *P <

0.05) vs vehiculo (aceite de oliva). » P < 0.05 vs Basal.
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Figura 5. Imagenes representativas de las lesiones en cuerpo del estomago después de los diversos
tratamientos. (A) Basal, (B) aceite de oliva + indometacina 30 mg/kg, (C) DHA 3 mg/kg + indometacina 30
mg/kg, (D) DHA 10 mg/kg + indometacina 30 mg/kg, (E) DHA 30 mg/kg + indometacina 30 mg/kg.
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9.3 Efecto gastroprotector del DHA (dcido docosahexaenoico) frente al efecto
gastroprotector del omeprazol en el daino gdstrico agudo inducido por indometacina en
la rata

El pre-tratamiento por via oral de DHA (30 mg/kg) y omeprazol ( 30 mg/kg) mostrd
en ambos casos una disminucién del 4rea de dafio gastrico (mm?) que causa la
administracion de indometacina en dosis Gnica (30 mg/kg) (5.1 + 1.03 mm?®y 6.6 + 2.2 mm?,
respectivamente), siendo estos efectos estadisticamente significativos en comparacion con
el efecto producido por los grupos de dafio (28.38 + 5.6 mm? y 32.6 £ 4.2 mm?,
respectivamente) y no presentando diferencia estadisticamente significativa entre ellos

(Grafica 4).
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Grafica 4. Comparacién del efecto del DHA (30 mg/kg, p.o.) y omeprazol (30 mg/kg, p.o.) en el dafio gastrico
en mm’ inducido por la administracién aguda de indometacina (30 mg/kg p.o.). Las ratas fueron pre tratadas
con DHA o su vehiculo (aceite de oliva) 2 h y con omeprazol o su vehiculo (NaCl 0.9 %) 30 min antes de la
administracion de indometacina. Los datos son expresados como la media + el error estandar (n = 6). * indica

P <0.05 vs su respectivo vehiculo. * P < 0.05 vs Basal.
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9.4 Cuantificacion de los niveles de PGE, en tejido gdstrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dafo gdstrico agudo inducido por indometacina

Se efectud la cuantificacién de los niveles de PGE,, en las muestras de tejido gastrico
de ratas pre tratadas con DHA via oral (3, 10 y 30 mg/kg) y con induccion de dafio gastrico
por la administracién de indometacina en dosis Unica (30 mg/kg), los niveles de PGE, en
dicho pre-tratamiento (7.63 + 1.2 ng/g de tejido, 9.01 + 1.6 ng/g de tejido, 13.73 + 1.4 ng/g
de tejido, respectivamente). La administracién de DHA no modificd la disminucién de
niveles de PGE; que causa la indometacina (31.10 + 4.9 ng/g de tejido) en comparacion con

niveles basales (5.93 + 0.5 ng/g de tejido) (Gréfica 5).

50 -
:?—,'4“-
2 30
8 1o- 7
&) N\ S
.QQ? Q‘?‘? ‘0\?‘? y

DHA (mg/kg p.o.)

Indometacina 30 mg/kg
(p.0.)

Grafica 5. Niveles gastricos de prostaglandina E, (PGE; en ng/g de tejido, después del pre-tratamiento de
DHA (3, 10y 30 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administraciéon de indometacina
(30 mg/kg p.o.) en ratas Wistar. Los datos son expresados como la media * la desviacién estandar (n=6). * P

< 0.05 vs Basal.
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9.5 Cuantificacion de los niveles de LTB; en tejido gdstrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dano gdstrico agudo inducido por indometacina

Se efectud la cuantificacidn de los niveles de LTB4, en las muestras de tejido gdstrico
de ratas pre tratadas con DHA via oral (3, 10 y 30 mg/kg) y con induccion de dafio gastrico
por la administracién de indometacina en dosis Unica (30 mg/kg). Todos los grupos
administrados con dosis de DHA mostraron un restablecimiento de los niveles de LTB,4
(1578 + 104 pg/g de tejido, 1536 + 186 pg/g de tejido y 1716 * 197 pg/g de tejido,
respectivamente) en comparacién con su vehiculo (NaHCO; al 0.5 %) (2566 + 317.7 pg/g
de tejido) (Gréfica 6)
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Grafica 6. Niveles gastricos de leucotrieno B, (LTBy) en pg / g de tejido, después del pre-tratamiento con DHA
(3, 10y 30 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracién de indometacina (30
mg/kg p.o.) en ratas Wistar. Los datos son expresados como la media = el error estdandar (n = 6). * P < 0.05

vs vehiculo. * P <0.05 vs Basal.

44



9.6 Integridad de las proteinas totales del tejido gdstrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dafo gdstrico inducido por indometacina

Se realizd la obtencion de extractos proteicos totales de las muestras de tejido gdstrico
de rata después de la administracién de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por
indometacina, los diferentes extractos del tejido gdstrico de rata después de la
administraciéon de DHA en el modelo de dafo gastrico inducido por indometacina que se
obtuvieron se corrieron en geles de acrilamida —SDS al 12 % en el que se colocaron 80 ug
de cada extracto para verificar su integridad por Tincion de Coomasie y entonces proceder
a su utilizacién para Western blot. En la Figura 6 se muestran una imagen representativa de
la calidad de los extractos utilizados, en donde se observa que hay una plena integridad de

los mismos y no hay degradacién.

Figura 6. Imagen representativa de la integridad del extracto de proteinas totales del tejido gastrico de
rata después de la administracidon de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por indometacina en gel de
acrilamida- SDS al 12% con Tincién de Coomasie. Carril 1 Marcador, Carril 2 ratas en condiciones basales, Carril
3y 7 ratas con indometacina 30 mg/kg, Carril 4 y 8 rata con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 5y 9 con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg y Carril 6 y 10 rata con pre-
tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg.
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9.7 Determinacion de la expresion de TNF-a por la técnica de Western blot en tejido
gdstrico de rata después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico
inducido por indometacina

Se determind la expresion de TNF-a, en las muestras de tejido gdastrico de ratas pre
tratadas con DHA via oral (3, 10 y 30 mg/kg) y con induccion de dafo gastrico por la
administracién de indometacina ( 30 mg/kg), a través de la técnica de Western blot (Figura
7); posteriormente se efectud un andlisis densitométrico y normalizacidn con 3 actina . Los
grupos administrados con dosis de DHA de 10 y 30 mg/kg mostraron una disminucion de
los niveles de TNF-a (0.5436 £ 0.05y 0.5590 * 0.04 unidades relativas de densidad éptica,
respectivamente) en comparaciéon con los niveles basales y con su vehiculo, asi como con
la dosis de DHA de 3 mg/kg (0.7581 + 0.08, 0.8287 + 0.04 y 0.6392 * 0.06 unidades
relativas de densidad dptica), estos ultimos no mostraron diferencia estadisticamente

significativa entre ellos (Grafica 7).
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Figura 7. Expresion de TNF-o. (B) y B actina (A) en el tejido gastrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio géstrico inducido por indometacina. Carril 1 en condiciones
basales, Carril 2 con indometacina 30 mg/kg, Carril 3 con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 4 con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg y Carril 5 con pre-tratamiento
DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg.
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Grafica 7. Niveles relativos de TNF-a/ B actina en unidades relativas de densidad dptica, después del pre-
tratamiento con DHA (3, 10 y 30 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracién de
indometacina (30 mg/kg p.o.) en ratas Wistar. Los datos son expresados como la media = el error estandar

(n=6). * P<0.05 vs vehiculo.
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9.8 Determinacion de la expresion de IL-1 por la técnica de Western blot en tejido
gdstrico de rata después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico
inducido por indometacina

Se determind la expresion de IL-1B, en las muestras de tejido gastrico de ratas pre
tratadas con DHA via oral (3, 10 y 30 mg/kg) y con induccion de dafo gastrico por la
administracién de indometacina ( 30 mg/kg), a través de la técnica de Western blot (Figura
8); posteriormente se efectud un analisis densitométrico y normalizacién con f actina .
Tanto el grupo tratado con vehiculo y dafiado con indometacina, como los grupos
pretratados con DHA y danados con indometacina reportaron un aumento de los niveles
de IL-1p (0.8598 £ 0.03, 0.8522 + 0.04, 0.8819 + 0.02 y 0.8542 £ 0.03 unidades relativas de
densidad dptica, respectivamente), dicho aumento no presentd diferencia significativa
entre ellos, por lo que la administracién de DHA no modificd el aumento de niveles de IL-
1p3; mientras que en comparacion con los niveles basales (0.6824 + 0.07 unidades relativas
de densidad Optica) todos los grupos presentan una diferencia estadisticamente

significativa (Grafica 8).
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Figura 8. Expresion IL-1B (B) y de [ actina (A) e en el tejido gdstrico de rata después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio géstrico inducido por indometacina. Carril 1 en condiciones
basales, Carril 2 con indometacina 30 mg/kg, Carril 3 con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 4 con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg y Carril 5 con pre-tratamiento

DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg.
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Grafica 8. Niveles relativos de IL-1 /[ actina en unidades relativas de densidad dptica, después del pre-
tratamiento con DHA (3, 10y 30 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracion de
indometacina (30 mg/kg p.o.) en ratas Wistar. Los datos son expresados como la media + el error estandar

(n=6). * P<0.05 vs Basal.
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10. DISCUSION

La toxicidad gastrointestinal asociada con los farmacos anti inflamatorios no
esteroideos continua siendo un problema médico y socioecondmico importante a pesar de
los recientes avances farmacéuticos. La gastropatia por AINES se considera una "epidemia
silenciosa" y, por lo tanto, se enfatiza la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para
mejorar la tolerabilidad de los AINES, especialmente en pacientes con ingesta recurrente
de los mismos, lo que ha originado un area de intensa investigacion al respecto; ya que los
AINES constituyen la principal terapia en las condiciones crénicas caracterizadas por
inflamacién y dolor (David y Wallace, 1997; Abramson y Weaver, 2005). Todos los estudios
que reportan la torelabilidad y seguridad de los AINES se han efectuado en modelos
animales que se aproximan bastante a los escenarios clinicos en seres humanos; en donde
se ha reportado ampliamente que la administracion de AINES y particularmente de
indometacina generan una variedad de alteraciones en el sistema gastrointestinal que
incluyen erosiones, las cuales son frecuentemente encontradas en el antro pero mas
severas y extensas en el cuerpo del estdmago (Wallace and Del Soldato, 2003); asi mismo
se tienen reportes de que el dafio gastrico por AINES es mds frecuente y ocurre con mayor
severidad en pacientes que hacen uso crdnico de los mismos, por lo que esto es una

limitacion para su utilizacién (Blackler et al., 2012).

La administracién oral de indometacina causa un area de dafio gastrico (mmz) de
manera dosis dependiente como se comprobd en nuestros esquemas de administracion
crénica y aguda; sin embargo, el modelo agudo resulta de mayor utilidad para la evaluacién
del efecto gastroprotector, ya que a las 3 horas de su administracion se reporta un maximo
numero de lesiones de caracteristicas puntuales y superficiales en comparacién con las
lesiones erosivas y diseminadas del esquema crénico, siendo la administracidon aguda en
modelos experimentales la que mds se correlaciona en la clinica con las gastropatias por
AINES en seres humanos (Wallace and Del Soldato, 2003; Takeuchi, 2012), ademas de que el

tiempo empleado en la administracion aguda suele ser suficiente para la expresion vy

50



participacién de todas las moléculas implicadas en el dafio como lo reportan Antoon y

Perry, en 1997.

Otras ventajas para el empleo de la administracién aguda son la facilidad con la que
se puede llevar a cabo el andlisis macroscépico de las lesiones, pues no requiere del uso de
equipo especializado, ni la preparacién de las muestras o de un especialista para interpretar
los resultados, como lo requiere un corte histoldgico. En nuestra investigacion, una de las
evidentes ventajas de la administraciéon aguda de indometacina, es la viabilidad de utilizar
el mismo tejido después de su andlisis macroscépico, para efectuar la cuantificacion de
PGE, LTB, y la determinacion de las proteinas TNF-a e IL-1]3, con lo que nuestros resultados
proporcionan mayor exactitud en cada uno de los aspectos analizados. Ademads, el modelo
de administracion aguda tiene claras ventajas, entre ellas la optimizacién de recursos y
principalmente la viabilidad de los grupos durante el desarrollo experimental; ya que
autores como Polat en 2010 indican que al administrar dosis altas del agente irritante se
genera la pérdida de los animales experimentales debido al efecto gastrotdxico de la

indometacina.

La indometacina es uno de los AINES con mayor utilidad en patologias crénicas de
caracter inflamatorio, experimentalmente es elegido por causar un mayor area de lesiones
gastricas en comparacién con otros AINES como lo reportan estudios como el de Suwa et
al., en 1987 y Wallace et al., en 1993. Los resultados que obtuvimos en el experimento de la
administracién aguda de indometacina, nos permiten definir la dosis de 30 mg/kg (p.o.) de
indometacina como la 6ptima para evaluar el efecto gastroprotector del DHA; ya que de las
dosis empleadas, fue la que produjo una mayor area de dafio gastrico y ademads esta dosis
se encuentra entre el rango de dosis empleadas por autores como Wallace et al., en 1992
para la evaluacidén del mecanismo involucrado en el dafio por AINES, y son consistentes
con las dosis empleadas en estudios como Zhang et al., en 2008, Polat et al., en 2011 y

Takeuchi en 2012 para evaluar el efecto gastroprotector de diversos compuestos.

51



Los beneficios de la administracion crénica de aceite de pescado han sido
reportados ampliamente en sistema nervioso, cardiovascular y en el tracto digestivo;
autores como Al-Harbi en 1995, Manjari y Das en 2000 o Bhattacharya en 2006
mencionan que este beneficio se debe a que el aceite de pescado es rico en acidos grasos
poliinsaturados omega -3; ya que entre los principales componentes de este, se encuentran
el acido eicosapentanoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA), cuyas proporciones
varian entre 6 a 12 % para DHA y 12 a 19% para EPA dependiendo de su origen (Holub,
2002; Tvrzicka et al.,2011). En consecuencia a su variada composicion, las investigaciones en
este campo, no han podido determinar cudl de todos los acidos grasos poliinsaturados es el
responsable del efecto gastroprotector y por lo tanto determinar con certeza el mecanismo
de accién; sin embargo algunos autores como Faust et al., en 1989 proponen como
mecanismo la modulacién de prostanoides y otras moléculas implicadas en el proceso de
inflamacién del tejido gastrico. Cabe resaltar que en estos estudios, la administracion el
aceite de pescado se lleva a cabo en esquemas crénicos de entre 6 y 15 dias, por medio de
alimento enriquecido en cierto porcentaje con el aceite; por lo que no aseguran que la
totalidad de aceite de pescado sea consumido y mas aun, que el porcentaje de DHA en él
sea aprovechado en su totalidad (al-Harbi et al., 1995; Bhattacharya et al., 2006). Nuestra
investigacion, ademas de concordar con los estudios previos sobre el efecto gastroprotector
gue poseen los acidos grasos poliinsaturados; demuestra que la administracion de DHA
como compuesto puro, ejerce efecto gastroprotector ante el dafio generado por AINES
como la indometacina. Destacando que dicho efecto, es generado en un esquema de una
sola administracidn, ya que la via de administracion empleada en nuestra metodologia (via
oral por medio de una canula orogastrica) asegura que la totalidad del compuesto

administrado llegue a estémago.

Al demostrar que la dosis mdaxima estudiada de DHA, genera un efecto
gastroprotector equiparable con el cotratamiento mas utilizado en la actualidad para la
prevencion del daifo generado por AINES (omeprazol); y sabiendo que el omeprazol ejerce

una actividad antisecretora del acido clorhidrico, se evidencia la necesidad de indagar en el
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posible mecanismo de accion del DHA. Ademds, en nuestro estudio el efecto
gastroprotector del DHA, es tan importante como la ejercida por otros farmacos utilizados
para el cotratamiento que buscan reducir el dafio gastrico generado por AINES. Con este
hecho se abre la posibilidad de convertir al DHA en una nueva alternativa terapéutica;
especialmente si se toma en consideracidén que hasta la fecha, no se han reportado efectos
toxicos o adversos de algun tipo asociados a la administracién de DHA. Mientras que, como
se ha comentado anteriormente, se ha reportado que el uso prolongado de omeprazol estd
asociado a disbiosis intestinal (Wallace et al., 2011) y a la posibilidad de efectos adversos
tales como fracturas de cadera, deficiencia de hierro y cobalamina entre otros (Thomson et

al., 2010).

La disminucion de los niveles de PGE, en el tejido gastrico después de la
administracion de AINES, es una de las principales causas por los cuales la indometacina y
los AINES en general producen dafio gastrico (Cryer, 2001); dicho efecto se debe al
mecanismo de inhibicion que ejercen los AINES sobre las ciclooxigenasas, ya que estos
agentes incrementan la secrecién de acido en estémago y disminuyen la capa protectora de
moco y bicarbonato (Wallace, 1996; Wallace et al., 2000). En nuestra investigacion, se
puede observar que el grupo dafiado con indometacina a dosis de 30 mg/kg, presenta una
disminucion de los niveles de PGE, en comparacion con el grupo en condiciones basales.
Asi mismo, la administracion de DHA en cualquiera de las dosis administradas, no logra

revertir la disminucidn de niveles de PGE, que causa la indometacina.

Nuestros resultados concuerdan con ciertos reportes que existen en la literatura, ya
que, se ha documentado que la ingesta crénica de aceite de pescado disminuye la
produccién de eicosanoides como la PGE,, debido a la menor disponibilidad del acido
araquiddnico como sustrato; también se ha descrito que el EPA, otro PUFA n-3 contenido
en el aceite de pescado produce la disminucién de PGE, de forma dosis dependiente,
gracias a que actla como un inhibidor competitivo de la ciclooxigenasa y permitiendo en
algunos modelos la produccién de eicosanoides menos potentes que la PGE, (Calder, 2009;

Faust et al. 1989). Sin embargo, en la actualidad se conoce muy poco acerca de la relaciéon
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entre el consumo de DHA vy el contenido de PGE, en mucosa gastrica, tanto en seres
humanos como en modelos experimentales; también se desconoce si existe la interaccidon
directa entre ellos, ya que todos los estudios realizados no utilizan al DHA como

compuesto puro, si no como parte del aceite de pescado (Calder, 2007; Calder, 2009).

En nuestros resultados, las dosis de DHA pueden ejercer un efecto gastroprotector
de manera dosis dependiente aun cuando los niveles PGE, se mantienen bajos; por lo que
la supresion de las prostaglandinas en mucosa no necesariamente resulta en formacion de
Ulceras, solo reduce la habilidad de la mucosa para defenderse contra los irritantes tal
como lo proponen Wallace et al., en 2000 ; quienes también mencionan que los AINES
aumentan la adherencia de leucocitos al endotelio al inhibir a la COX-2. Hasta el momento,
los datos obtenidos sugieren que el DHA ejerce su efecto protector a través de la
modulacion de otros mecanismos o moléculas involucradas en el dafio gdstrico que no
estan relacionadas con la produccidon de prostaglandinas; pues mientras el DHA no es
sustrato para la COX-1, los compuestos que son producidos a partir del DHA podrian
mediar los eventos oxidativos catalizados por radicales libres, que también estan

involucrados en el dafio a la mucosa gastrica (Serhan et al., 2002).

El dafio gastrico generado por AINES involucra entre sus mecanismos, la adherencia
de leucocitos al endotelio vascular y su reclutamiento al sitio de lesidn, el cual estimulado
por el LTB, ocasionando una disminucién de la perfusidén vascular (Wallace and Ma, 2001).
Nuestros resultados, por lo tanto concuerdan con otros estudios donde se reporta un
incremento del LTB,4 tras la administracion de indometacina, y que una disminuciéon en
estos niveles correlaciona con el efecto gastroprotector de diversos agentes (Wallace,
2001); este hecho concuerda con nuestros resultados ya que el pre-tratamiento de DHA
disminuye los niveles de LTB4, aunque estos no sean de manera dosis dependiente, lo que
implica que el DHA desencadena una serie de procesos que permiten esta
gastroproteccién. Ademads, se ha demostrado que otros derivados del acido araquiddnico

como las lipoxinas A; (LXA;) generadas en el neutrdfilo, reducen la adherencia de
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leucocitos al endotelio vascular, ejerciendo esta accidon a través de sus receptores acoplados

a proteina G entre los que se encuentra ALX (Chiang et al., 2005).

El andlisis lipiddmico de los exudados en fase resolutiva de algunos modelos de
inflamacién, han reportado la presencia de compuestos denominados resolvinas, entre los
que se encuentran las resolvinas de la serie D (RvD) (Serhan, 2007 y 2006). El estudio
realizado por Serhan et al., en 2007, describe que la biosintesis de resolvinas se lleva a cabo
a partir del DHA presente en la membrana fosfolipidica, que se oxigena en el carbono 17
por accion de LO-15, convirtiéndose en un compuesto denominado 17S-H(p)DHA después,
por la accién de LO-5 presente en polimorfonucleares es convertido a 4 tipos diferentes de
resolvinas (RvD1, RvD2, RvD3 y RvD4). Estas Resolvinas son mediadores de caracter lipidico
que diversas investigaciones reportan como los responsables de la limitacién de la
infiltracion de polimorfonucleares en modelos de inflamacién, por lo que presentan
acciones protectoras en contra del dafio tisular mediado por leucocitos (Seki, et al., 2010).
Diversas investigaciones como la efectuada en ratones con peritonitis inducida por ligadura
y puncién cecal, reportan que la resolvina D2 a dosis de 100 mM disminuye la interaccién
de leucocitos con el endotelio por la modulacién directa de los receptores de moléculas de
adhesién en los neutréfilos y en modelos in vitro, la resolvina D2 estimula a los
macrofagos para efectuar la fagocitosis, con lo que contribuye a la remocién de restos
celulares y polimorfonucleares apoptodticos (Spite et al., 2009). Por lo tanto, las resolvinas
derivadas del DHA ejercen sus acciones en parte, por la modulacion de la expresidon de
moléculas de adhesidn en leucocitos y la produccidon de mediadores que intervienen en la

interaccion del leucocito con el endotelio (Seki, et al., 2010).

Ademas, autores como Serhan et al., en 2010 y Weylandt et al., en 2012, mencionan
gue se ha identificado que las resolvinas interactdan con los receptores AXL y ChemR23 en
la superficie del neutréfilo, por lo que este podria ser un posible mecanismo por el cual el
DHA ejerce su efecto gastroprotector. Siendo, descritos dos receptores para resolvina D1,
uno de ellos el GPR32 en seres humanos y el otro denominado ALX, un receptor para la

Lipoxina A; que ademas de mediar la adherencia del leucocito al endotelio, se encuentra
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involucrado en la actividad fagocitica del macrdofago (Weylandt et al.,, en 2012). De esta
forma, la resolvina D1 derivada del DHA seria parcialmente responsable del efecto
gastroprotector del DHA, sin embargo consideramos que es necesaria una mayor
comprensién de sus mecanismos de accion para poder asociarlo definitivamente a dicho

efecto.

Entre las principales moléculas involucradas en el dafio gastrico generado por AINES,
el TNF-oo ha figurado como uno de los participantes mas activos identificados hasta el
momento tal como lo indica Wallace en 1996, ya que el TNF-o. estd encargado del
reclutamiento de leucocitos al endotelio vascular. Sin embargo, nuestros resultados
muestran que los niveles basales de TNF-a. y los niveles de TNF-o. del grupo de dafio no
muestran una diferencia significativa; estos resultados difieren con lo reportado por Ko y
Leung en 2010, en el cual no existe expresiéon de TNF-a. en el grupo basal, pero si una
sobreexpresién en el grupo dafiado, por lo que se debe tener en cuenta que existen una
diversa cantidad de células que pueden producir TNF-o, como lo son las células endoteliales
vasculares (Korzekwa et al., 2011); aunque los resultados obtenidos en esta investigacion
concuerdan con estudios como el de Sunanliganon et al., en 2012 donde se reportan niveles
basales de TNF-a. que no presentan diferencia significativa con respecto a un grupo
danado, en el cual se esperaba un incremento de mediadores pro inflamatorios por
infeccidon con H. pylori, cabe mencionar que en dicho estudio miden los niveles séricos de
TNF-o. . Por lo que, nuestra investigacion al estudiar directamente la expresion de TNF-a
en el tejido gastrico, logra demostrar que el aumento sutil de dicha molécula tras el dano
generado por indometacina, que aunque no es estadisticamente significativo, es suficiente
para lograr un dano evidente a la mucosa; esto debido a que, el TNF-o. es una de las
proteinas que puede ejercer sus efectos en una amplia gama de tejidos y que sus efectos
bioldgicos dependen de su concentracidn relativa en dichos tejidos, el tiempo de exposicidon
al TNF-oo del mismo e incluso la presencia de otros mediadores con los cuales actué de
forma sinérgica ( Camussi et al., 1991). Dicho efecto se desencadena por la union del TNF-
oo con su receptor TNFR (Nagata, 1997), e incluso se han identificado una serie de proteinas
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gue participan en forma de cascada para enviar los mensajes del TNF-a. a nivel intracelular,
en el proceso conocido como transduccion; las proteinas que participan en esta cascada de
sefiales no son especificas pudiendo actuar como potenciadores de la respuesta celular al
TNF-a. (Parameswaran y Patial, 2010; Sun, 2011) con lo que se evidencia aun mas que una
pequeiia elevacion de los niveles de TNF-o. es capaz de desencadenar una respuesta

compleja.

Es importante sefalar que los resultados obtenidos, nos muestran que el pre-
tratamiento con DHA disminuye dichos niveles de TNF-o. , comparados con el grupo de
dafio (tratado con el vehiculo de DHA, el aceite de oliva) e incluso con el grupo basal; este
resultado concuerda con diversos estudios clinicos en los que se reporta que Ia
administracion de aceite de pescado disminuye los niveles de TNF-o. en pacientes con
patologias de cardcter inflamatorio (Tayyebi-Khosroshahi et al., 2012) y en el que inclusive
se les administraba algun tipo de AINE (Gheita et al., 2012); asi también, ensayos in vitro
como el de Zhao et al.,, en 2004 indican que el EPAy DHA logran una disminucién del TNF-
o, en cultivos de monocitos humanos (THP-1), en donde también se reporta que EPA logra
reducir la induccién mediada por LPS de TNF-a al prevenir la activacidon de NF-kB; siendo
este Ultimo, un posible mecanismo de accién a través del cual el DHA también disminuya
los niveles de TNF-c.. Con lo que nuestros resultados, permiten establecer un antecedente
sobre el DHA vy su relacién con el TNF-a. en un modelo animal de dano gastrico, y no
solamente asociado a un esquema de administracidén crénico de aceite de pescado como
en estudios previos. Asi mismo, cabe destacar que la disminucién de TNF-ao, pudiera
contribuir con la disminucidn de los niveles de LTB4, aunque el mecanismo principal por el
cual ocurre la disminucidon de LTB4 se explica por medio de la accién de las resolvinas

derivadas del DHA.

La IL-13 es un participante importante en los procesos que regulan al sistema
inmune de la mayoria de los tejidos, participando de forma activa en la defensa de la
mucosa gastrica; autores como Martin y Wallace en 2006 y Watanabe et al.,, en 1997
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mencionan que los niveles de IL-13 se elevan en tejido gastrointestinal de modelos
inflamatorios, ademas de permitir la activacién de moléculas de adhesién y la induccién de
otras citocinas. Los resultados de nuestro estudio muestran que la induccién de dafio
gastrico con indometacina, provoca un aumento los niveles de IL-13 de manera
significativa con respecto al grupo basal; esto es consistente con estudios como el de Zhang
et al., en 2008 en el que la administracion de indometacina provoca un aumento en los
niveles de IL-1P3, debido a que IL-1B es secretada en circunstancias donde la respuesta
inflamatoria estd involucrada (Lopez-Castejon y Brough, 2011); es decir, que este aumento
esta directamente relacionado con la expresidon de moléculas de adhesidn y la activacion de
otras células mediadoras del proceso inflamatorio (Beck and Wallace, 1997), resaltando que
la disminucion del flujo sanguineo por la extravasacion de leucocitos forma parte de los

mecanismos por los cuales la indometacina dafia la mucosa gastrica (Wallace, 2000) .

Por otra parte, nuestros resultados indican que la administracion de DHA en
cualquiera de las dosis administradas, no logra modificar el aumento de los niveles de IL-1]3
gue causa la indometacina; con respecto a estos resultados, estudios como el de Kremer
et al.,, 1995 indican que la administracion crénica de aceite de pescado disminuye los
niveles de citocinas como la IL-1p en pacientes con artritis reumatoide, sin embargo,
también existe una variedad de estudios como el de Gogos et al., (1998) en el que los
niveles de IL-1B y otras citocinas en células mononuclares de pacientes sanos no se
modifican tras la administracién de EPA y DHA o el de Miles et al., en 2004 donde no se
reporta una modificacién de los niveles de citocinas tras la administracion de EPA y DHA en
pacientes sanos; por lo que los estudios realizados hasta ahora sobre los efectos de la
administracion crénica de acidos grasos poliinsaturados omega -3 en la produccion de
citoquinas, no permiten generar conclusiones sobre el efecto del DHA en los niveles de IL-
1P, especialmente en dafio gastrico por AINES, con lo que contindan siendo objeto de
investigacion (Sijben and Calder, 2007). Basados en los resultados que obtuvimos,
podemos decir que el efecto gastroprotector que ejerce el DHA, no estd directamente

relacionado con la modulacion de los niveles de IL-13, pero podria estar relacionado con
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otras moléculas involucradas en la expresion de moléculas de adhesion e incluso estar
relacionado en la modulacion de otras citocinas.

Recientemente, Wallace et al.,, en 2011 mencionan que con respecto al tracto
gastrointestinal superior, la IL-1 incrementa la resistencia al dafio a través de estimular la
expresion de COX-2 y la liberacion de ON, hechos que resultan contradictorios a su accién
sobre la adherencia de leucocitos; por lo que el mecanismo por el cual la IL-13 ejerce esta
resistencia al dafio gastrico y su relaciéon con la induccidn de otras citocinas, se encuentra
relacionado con su efecto sobre la disminucidon en la secreciéon de J3cido clorhidrico, asi
como su capacidad para aumentar la produccién de PGE, en un proceso de
autorregulacion tal como lo indican Perreti et al., en 1992; sin embargo los niveles a los

cuales IL-1P ejerce un efecto gastroprotector se desconocen hasta el momento.
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11. CONCLUSIONES

Las conclusiones a las que llegamos, con los resultados obtenidos son:

El modelo de daio agudo generado por la administracidon de indometacina a dosis de 30

mg/kg es adecuado para valorar el efecto gastroprotector.

El DHA (acido docosahexaenoico) ejerce un efecto gastroprotector de manera dosis

dependiente en el dafio gastrico inducido por indometacina en la rata.

Este efecto es equiparable con el efecto ejercido por fdrmacos como omeprazol,
utilizado en el cotratamiento del dafio gastrico generado por AINES, con lo que se abre

la puerta para su utilizacidn en coterapia.

El DHA no es capaz de revertir la reduccién de los niveles de PGE, en tejido gastrico de
rata causada por la administracion de indometacina, por lo que su mecanismo de accién

no esta directamente involucrado con la interaccién con PGE,.

El DHA restablece los niveles basales de LTB, en tejido gdstrico de rata después de la
administracion de indometacina, sugiriendo que su mecanismo de gastroproteccion

estd relacionado con la interacciéon con moléculas involucradas en la inflamacion.

El DHA disminuye los niveles basales de TNF-a en tejido gastrico de rata después de la
administracion de indometacina, sugiriendo que su mecanismo de gastroproteccion

estd relacionado con la reduccion de TNF-o..

El DHA no es capaz de revertir la reduccién de los niveles de IL-13 en tejido gastrico de
rata causada por la administracion de indometacina, por lo que se sugiere que su

mecanismo de accidon no involucra directamente la interaccion con IL-1f3 .

60



12. PERSPECTIVAS

Evaluar la participacién de otras moléculas implicadas en el dafio gastrico generado por
AINES, como las moléculas de adhesion celular ICAM-1y VCAM, asi su comportamiento
en el pre-tratamiento con DHA; esto a través de técnicas de inmunohistoquimica y

ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

Realizar una valoracién del efecto citoprotector del DHA en el dano generado por la
indometacina a nivel intestinal, asi como el efecto citoprotector que podria generar el
DHA frente al dafo generado por indometacina y la coadministracion de omeprazol a

nivel intestinal.
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13. ANEXOS

ANEXO I. Diagramas de metodologia

Grupc 1
2 MNaHCO30.5%
£
Ratas Wistar Divididasen 4 grupos & Grupo 2
hembras (n=5) administrando - _[ Indometacina 0.5 mg/kg ]— se sacrificanen
180-220g porcanula metalica = camara de CO;
acondicionadas 2 via orogastrica _[ Grupo3
Semanas Indometacina 3 mg/kg
Grupo 4
Indometacina 5 mg/kg

__[ Grupo S ]—'
NaHCO:0.5%
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Indometacina 0.5 mg/kg

l Grupo 7 |
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Il
=
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E
o
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L

Anélisis macroscopicoa través
de lamedicién en mm 2, abertura por curvatura

resultados efectuando lasuma para mayor, lavado con suero
determinar el valor de dafio fisiolégico y extension
gastrico completa

Analisis de

Diagrama 2. Evaluacidon del dafo gastrico generado por la administracién crénica de indometacina a

diferentes dosis en un modelo murino.

il B
| Grupocl
MaHCOs 0.5% —
Ratas Wistar - 4
. Divididas en 4 gru [ 3 .
Sexo Femenino (n=5) EldminisfranF::ID: || Grupo 2 3 h despuesse
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EEManas r

"

Grupo 3
Indometacina 10 mg/kg =
; .
Grupoc 4
| Indometacina 30 mgfkg

Extraccion del
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extensioncompleta

Diagrama 3. Evaluacién del dafio gastrico generado por la administracion aguda de indometacina a diferentes

dosis en un modelo murino.
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Diagrama 3. Evaluacién del dafio gastrico inducido por administracion aguda de indometacina en la rata con

Omeprazol 30 mg/lkg

Grupo 8,9y 10
DHA 3,10y30 mgfks
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un pre-tratamiento de DHA.
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Diagrama 5. Cuantificacion de los niveles de PGE, y LTB, en tejido gdstrico de rata después de la

administracion de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por indometacina.
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Obtencidn de extroctos proteicos de

la Muestra 1 del cuerpo del Determinacion dela Electroforesis en Gel
estdmago, congeladaen nitrageno concentracion de de Paliacrilamida-
liquido a través de destruccion proteinas por el método 0%
mecanica de Bradford. —

!

Revelado de lapelicula fotografica v Transferencia @ membrana de
evaluacidn por densitometria. nitrocelulosa

| )

"\1 [ Blogueo de membrana de ]
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Inmunodeteccidn con anticuerpo para
TNF-o. e IL-1f (dilucién 1:200),
posteriarmente incubando el anticuerpo
secundario (dilucian 1:3000) y revelado.

J/

Diagrama 6. Determinacion de la expresion de TNF-a e IL-1P en tejido gastrico de rata después de la

administracion de DHA por la técnica de Western blot.
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ANEXO Il. Soluciones y reactivos para técnica de Western blot

c)

g)

Amortiguador de lisis de tejido gdstrico: 1.21 g de Tris disueltos en 400 ml de H:0
bidestilada, ajustando el pH a 7.5 con HCl y finalmente se afora a 500 ml con H20
bidestilada.

Gel separador: Para dos geles separadores al 12% se emplean 4.3 ml de H20 bidestilada, 2.5
ml de Tris 1.5 M pH 6.8, 100 ul de SDS 10%, 3 ml de Acrilamida 40 % /Bis acrilamida, 100 pl
de PSA 10%, 10 pl de TEMED. Para dos geles separadores al 15% se emplean 3.5 ml de H20
bidestilada, 2.5 ml de Tris 1.5 M pH 6.8, 100 pl de SDS 10%, 3.75 ml de Acrilamida 40 % /Bis
acrilamida, 100 pl de PSA 10% y 10 ul de TEMED.

Gel concentrador: Para un gel concentrador al 5% se emplean 3.2 ml de H20 bidestilada,
1.25 ml de Tris 1.5 M pH 6.8, 50 pl de SDS 10%, 0.5ml de Acrilamida 40 % /Bis acrilamida, 50
ul de PSA 10% y 5 ul de TEMED.

Amortiguador de corrida: 14.4 g de glicina, 3 g de Tris y 1g de SDS disueltas en 800 ml de
H20 bidestilada, rectificando el pH a 8.6 y posteriormente aforando a 1 | con H20
bidestilada.

Amortiguador de transferencia: 14.4 g de glicina, 3 g de Tris disueltos en 500 ml de H20
bidestilada en el que se disuelven 200 ml de metanol y finalmente aforado a 1 | con H20
bidestilada.

Reactivo de Comassie: 0.25 g de azul de comassie R, 45 ml de etanol, 45 ml de H20
bidestilada y 10 ml de acido acético glacial.

Solucién destefiidora consté de 45 ml de etanol, 45 ml de H:0 bidestilada y 10 ml de acido
acético glacial al 10%.

Amortiguador de fosfato salino (PBS): 8 g de NaCl, 0.201 g de KCI, 1.44 g de Na,HPO, vy
0.24g de KH,PO disueltos en 800 ml de H20 ajustando el pH a 7.4 con HCl y finalmente se
afora a 1 | con H20 bidestilada.

Amortiguador de tris salino (TBS): 8.76 g de NaCl y 6.05 g de tris disueltos en 800 ml de H20
ajustando el pH a 7.6 con HCl y finalmente se afora a 1 | con H20 bidestilada.

Solucién de bloqueo: 7.5 g de leche libre de grasa (Svelty) disuelta en 50 ml de PBS — Tween
0.05 % para TNF-a 6 2.5 g de leche libre de grasa en 50 ml de TBS — Tween 0.05 % para IL-

1p.
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