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RESUMEN

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad intestinal inflamatoria caracterizada por
una activacion anormal del sistema inmune contra el propio tejido intestinal provocando
lesiones en la mucosa y submucosa del colon. Los principales sintomas de la CU incluyen
diarrea, dolor abdominal, hemorragia gastrointestinal y pérdida de peso, con periodos
variables de actividad y recurrencia. La administracion de medicamentos antiinflamatorios,
como son los 5-aminosalicilatos y corticoesteroides, suelen ser la primera medida para el
tratamiento de la CU. Sin embargo, la presencia de efectos secundarios adversos y/o la
falta de efectividad de estos farmacos es frecuente, por lo que se requiere buscar nuevas
alternativas de tratamiento. Lepidium virginicum L. ha sido usada tradicionalmente como
remedio para enfermedades gastrointestinales y sus extractos contienen compuestos
bioactivos como &cido fendlico, flavonoides, terpenos, esteroles, cumarinas, que estan
directamente relacionados con propiedades antiinflamatorias. Estas propiedades sugieren
gue L. virginicum puede tener un potencial terapéutico para las condiciones de CU.

El objetivo de este estudio fue investigar los efectos del extracto etandlico de L.
virginicum en un modelo animal de colitis. Se usaron ratas Wistar hembras, a las cuales se
les indujo la colitis con una aplicacion intrarrectal de 200 mg/Kg de acido dinitrobenceno
sulfénico (DNBS) en etanol al 50% v/v. Veinticuatro horas después de inducir la colitis, se
administro el extracto de L. virginicum durante 4 dias por via oral o intraperitoneal (I.P). El
curso de la inflamacién fue monitoreado mediante la evaluacién de la pérdida de peso,
consistencia de las heces y sangre fecal visible. Las ratas se sacrificaron al cuarto dia
después de la induccién y se extrajo el tejido colénico para analizar las lesiones
histopatoldgicas, la actividad de mieloperoxidasas y la expresion de algunas citocinas
proinflamatorias. El tratamiento con 100 mg/Kg del extracto de L. virginicum por via I.P
redujo significativamente la pérdida de peso, la diarrea y sangrado rectal inducido por
DNBS. Asi como las lesiones intestinales, la actividad de mieloperoxidasas y la expresién
del transcrito de IL-1B. En conclusion, el tratamiento con el extracto de L. virginicum atenta

la inflamacién colonica causada por el DNBS en ratas Wistar.



ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease characterized by abnormal
activation of the immune system against the own intestinal tissue, causing lesions in the
mucosa and submucosa of the colon. The main symptoms of UC include diarrhea,
abdominal pain, gastrointestinal bleeding, weight loss, and variable periods of activity and
recurrence. The administration of anti-inflammatory drugs, such as 5-aminosalicylates and
corticosteroids, are usually the mainstay for the treatment of UC. However, the presence of
adverse effects and/or the lack of effectiveness of these drugs is frequent, so it is necessary
to search for new alternative treatments. Lepidium virginicum L. has been traditionally used
as a remedy for gastrointestinal diseases, and its extracts contain bioactive compounds
such as phenolic acid, flavonoids, terpenes, sterols, coumarins, which are directly related to
anti-inflammatory properties. These properties suggest that L. virginicum may have
therapeutic potential for UC conditions.

The aim of this study was to investigate the effects of the ethanolic extract of L.
virginicum in an animal model of colitis. Female Wistar rats were used, and colitis was
induced with an intrarectal application of 200 mg/Kg of dinitrobenzene sulfonic acid (DNBS)
in 50% v/v ethanol. Twenty-four hours after inducing colitis, the L. virginicum extract was
orally or intraperitoneally administered during 4 days. The course of inflammation was
monitored by evaluating the consistency of stool, weight loss, and visible fecal blood. The
rats were sacrificed on the fourth day after colitis induction and the colonic tissue was
removed to analyze histopathological lesions, myeloperoxidase activity, and the expression
of some pro-inflammatory cytokines. Intraperitoneal reatment with 100 mg/Kg of the L.
virginicum extract significantly reduced weight loss, diarrhea, and rectal bleeding induced
by DNBS, as well as decreasing intestinal lesions, myeloperoxidase activity and the IL-1(3
gene expression. In conclusion, treatment with the L. virginicum extract attenuates the

colonic inflammation caused by DNBS in Wistar rats.



1. INTRODUCCION

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad intestinal inflamatoria de naturaleza
multifactorial, de etiologia desconocida y caracterizada por una activaciéon anormal del
sistema inmune contra el propio tejido intestinal provocando lesiones en la mucosa y
submucosa del colon (Lee, Kwon, & Cho, 2018). La mayor frecuencia de CU se ha reportado
en regiones como el norte de Europa, Reino unido y Estados Unidos de América. En
México, la frecuencia de nuevos casos ha aumentado considerablemente en los ultimos 10
afos (Bosques-Padilla, et al. 2011).

Por lo general, los pacientes con CU son tratados con antiinflamatorios,
inmunosupresores y antibiéticos. Sin embargo, es muy comun que estos tratamientos sean
poco efectivos y presenten efectos secundarios adversos, tales como irritabilidad del tracto
gastrointestinal, mareos, nauseas, cefaleas, entre otros (Docherty Et al., 2011). Por tal
motivo, es necesario la busqueda de nuevas alternativas de tratamientos mas efectivos, y
gue causen los menos efectos secundarios posibles. Las plantas medicinales pueden ser
una alternativa efectiva en el tratamiento de la CU. En México, la planta Lepidium virginicum
L. se ha utilizado de manera tradicional como un remedio para el alivio de afecciones
gastrointestinales, incluyendo dolor abdominal y dispepsia (Villasefior y Espinosa, 1998).
Ademas, se ha demostrado que el extracto etandlico de L. virginicum contiene compuestos
activos como son flavonoides, &cidos fendlicos, cumarinas, terpenos y esteroles (Martinez-
Castro, 2016), que exhiben una amplia gama de efectos biolégicos, entre los que se
incluyen: efectos antinflamatorios, antioxidantes, antiespasmaddicos y antitromboticos
(Kuklinski, 2003), lo que sugiere que L. virginicum podria ser una alternativa potencial para
el tratamiento de la CU.

Actualmente, existen varios modelos experimentales de colitis que muestran diversas
respuestas clinicas, histoldgicas e inmunoldgicas caracteristicas de la CU en humanos. La
colitis inducida por el quimico acido dinitrobenceno sulfénico (DNBS), es un modelo de bajo
costo, rapido de producir e imita muchos aspectos clinicos, inmunolégicos e
histopatologicos de la CU (Nidhi, et al. 2014). En el presente estudio, se investigo si el
extracto etandlico de L. virginicum tiene efectos antiinflamatorios sobre la colitis inducida

por DNBS en ratas Wistar.



2. MARCO TEORICO

2.1 Anatomia del Colon

El intestino grueso o colon es la porcién terminal del tracto gastrointestinal. En el
humano tiene una longitud promedio de aproximadamente 1.5 m, su diametro varia en
tamafio, de una parte del intestino grueso a otra, alcanzando un didmetro promedio de 6 a

8 cm y se inicia en la vélvula ileocecal finalizando en el recto (Askari, 2016).

A ————Epipidn mayor

Angulo (retraido)

— Angulo ctlico
izquierdo

Vélvula rectal

Conducto anal

Musculo elevador
del ano

Venas
hemorroidales

Esfinter anal
interno

Esfinter anal
externo

stinter anal Senos anales

Figura 1. Anatomia del colon y recto. A) Anatomia macroscépica del colon. B) Anatomia del recto (Saladin,
2013).

El colon se compone por 6 secciones: la primera es el ciego, en el cual se adjunta el
apéndice; la segunda seccién sube formando el colon ascendente, ocupando el lado
derecho del abdomen; la tercer seccién toma un giro hacia la linea media, llamandose ahora
colon transverso, hasta que alcanza el bazo en el lado izquierdo, donde toma un giro hacia
abajo, donde es denominado flexura izquierda o esplénica (Raftery, 2005). Este continua
hacia abajo, ocupando la seccion izquierda del abdomen, a partir de aqui, la cuarta seccion
se conoce como el colon descendente y continua con el colon sigmoide. Después de lo
cual, el colon se une con el recto para formar la union rectosigmoide (Figura 1A) (Ellis &
Mahadevan, 2011).
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El recto es un 6rgano muscular de 12 a 15 cm, que continua al colon y cuyo didmetro
es similar al del colon sigmoide (Figura 1B) (Askari, 2016). A diferencia del colon, el recto
carece de haustras y presenta pliegues transversales denominados valvulas de Houston,
gue sobresalen en la luz del recto y que cumplen una funcién de soporte del peso fecal
antes de la defecacion, finalmente el recto termina en los musculos del esfinter anal interno

(control involuntario) y externo (control voluntario) (Dyck & Thomas, 2005).

2.1.1 Capas del colon

La pared del colon consta de cuatro capas (mismas que pueden ser encontradas en
todo el tracto gastrointestinal) desde la luz hacia afuera son: mucosa, submucosa, muscular
y serosa (Tortora & Derrickson, 2011). Cada una de estas capas se encuentra adaptada

para llevar a cabo una funcion dnica (Figura 2).

a) Mucosa
La mucosa es la capa que esta en contacto con el contenido luminal y esta formada
por una capa de epitelio cilindrico simple sobre tejido conectivo llamado lamina propia y una

capa fina de masculo liso denominada muscularis mucosae.

¢ Epitelio intestinal: principalmente de estructura cilindrica simple, con excepcién de la
mitad inferior del conducto anal, donde su estructura es pavimentosa estratificada no
queratinizada, lo que proporciona mayor resistencia a la abrasion a causa del paso
de las heces (Saladin, 2013). El epitelio contiene en su mayoria células absortivas
que participan principalmente en la absorcién de agua, y células calciformes que
secretan moco para lubricar el paso del contenido colénico. Ambos grupos de células
se localizan en glandulas intestinales largas, tubulares y rectas, que se extienden por

todo el espesor de la mucosa (Tortora & Derrickson, 2011).

e Lamina propia: compuesto de tejido conectivo areolar, con un gran contenido de
vasos linfaticos y capilares sanguineos. Esta capa sostiene al epitelio y lo fija a la
capa muscular de la mucosa (Muscularis Mucosae) (Tortora & Derrickson, 2011).
Ademas, contiene la mayor parte de las células del tejido linfatico asociado con la
mucosa (MALT). Estos nédulos linfaticos contienen células del sistema inmunitario

que protegen contra patégenos o toxinas.
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¢ Muscularis Mucosae: compuesta de una fina capa de fibras musculares lisas, que
forman en la mucosa pliegues, ranuras o crestas, que amplian la superficie de
contacto con el contenido del tubo digestivo (Tortora & Derrickson, 2011; Saladin,
2013).

b) Submucosa

Compuesta por una gruesa capa de tejido conectivo laxo que contiene vasos
sanguineos Yy linfaticos, una extensa red neuronal denominada plexo submucoso y, en
algunos lugares, contiene glandulas que secretan moco lubricante hacia el lumen (Tortora
& Derrickson, 2011; Saladin, 2013).

El plexo submucoso o plexo Meissner, forma parte del sistema nervioso entérico
(SNE), el cual estd compuesto por motoneuronas, interneuronas y neuronas sensitivas
(Tortora & Derrickson, 2011). Las motoneuronas del plexo submucoso inervan a las células
secretoras de la mucosa epitelial y controlan las secreciones de éstas. Dado que el MALT
puede extenderse hasta la submucosa, aloja las células inmunes del cuerpo para evitar que

las bacterias de la microflora se extiendan mas alla del intestino (Askari, 2016).

c) Muscular Externa

Consiste en musculo liso que generalmente estd compuesto por dos capas de
musculo: una capa interna de fibras circulares, en donde las células que lo componen
rodean al tubo y una capa externa de fibras longitudinales (Tortora & Derrickson, 2011,
Saladin, 2013). Entre las capas de la muscular externa se encuentra el segundo plexo
neuronal del SNE, el plexo mientérico o de Auerbach, que al inervar a las capas circular y
longitudinal de musculo liso, controla la motilidad del tracto gastrointestinal (Tortora &
Derrickson, 2011). Esta capa es la responsable de los movimientos peristalticos que

propulsan el bolo alimenticio a lo largo del tubo (Saladin, 2013).

d) Serosa

Es una membrana serosa compuesta por una capa delgada de tejido conectivo
areolar, que en la parte superior presenta un epitelio pavimentoso simple (mesotelio), da
soporte estructural al intestino. Esta capa empieza desde los 3y 4 cm inferiores del es6fago

y termina justo antes del recto, por lo cual la mayor parte del es6fago y el recto carecen de

12



esta capa, sin embargo, en su lugar, se encuentran recubiertas por una capa de tejido
conjuntivo denominada adventicia (Tortora & Derrickson, 2011; Saladin, 2013; Askari,
2016).

. Serosa.

- Musculo longitudinal.

. Musculo circular.

. Submucosa.

. Mucosa muscular.

. Mucosa.

. Revestimiento epitelial.

. Tejido linfoide.

. Glandula de la mucosa.
Glandula submucosa.
Mesenterio.

oL NOOOEWN -

Figura 2. Histologia del intestino grueso. Vista tridimensional de las capas del intestino grueso (Askari, 2016).

2.2 Caolitis ulcerosa

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria cronica del colon, que cursa
en forma de brotes (fase activa) y periodos de remision (fase inactiva), y que junto con la
enfermedad de Crohn (EC) son los principales tipos de enfermedades inflamatorias
intestinales (EIl). Ambas enfermedades se pueden diferenciar debido a la ubicacion y
extension de la inflamacion dentro del tracto gastrointestinal. La zona mas frecuentemente
implicada en pacientes con CU es el recto y la parte final del colon (sigma) (Dignass et al.,
2012). Por el contrario, en los casos de EC suele llegar a afectar cualquier parte del tracto
gastrointestinal, afectando predominantemente las secciones del ileon y el ciego (Docherty,
Jones, & Wallace, 2011).
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De acuerdo con la extension del colon afectada, la CU se clasifica en tres patrones
diferentes denominados con la letra E (extension): E1, proctitis o proctosigmoiditis, cuando
la enfermedad se limita al recto (zona de afeccidén en la unién rectosigmoide); E2, colitis
izquierda, la lesion se extiende hasta el angulo esplénico; y E3, colitis extensa o pancaolitis,
la lesién puede afectar hasta el &ngulo hepético o todo el colon (Figura 3). Al momento del
diagnéstico, un tercio de todos los pacientes presentan proctosigmoiditis, otro tercio
presenta colitis del lado izquierdo y, el ultimo, proximal o pancolitis. Asi mismo, entre el 15%
al 30% de todos los pacientes que muestras afeccion en el lado izquierdo, pueden sufrir
extension a segmentos colénicos mas proximales (Hoie, et al. 2007; Solberg, Et al. 2009).

Proctitis Ulcerosa Colitis del lado izquierdo Colitis extensa (Pancolitis)

30-60% de los pacientes 16-45% de pacientes 15-35% de los pacientes.
Sintomas Sintomas Sintomas ’
Sangrado rectal, tenesmo, urgencia Proctils més diarrea, calambres abdominales colitis del lado izquierdo mas sintomas

constitucionales, fatiga y fiebre.

Figura 3. Variantes de la CU. Obtenida de Ungaro, et al. (2017).

2.2.1 Epidemiologia de la CU

La incidencia de la CU varia desde el punto de vista geogréfico, va desde 0.5 a 31.5
por cada 100,000 individuos por afio (Lukas, et al. 2006; Burisch & Munkholm, 2013), siendo
mayor en el norte y el oeste de Europa, asi como en el norte de América; las zonas
geogréaficas de menor incidencia son Africa, América del Sur, este de Europa y Asia
(Ochsenkiihn & D’'Haens, 2011). En las Gltimas décadas, se ha reportado un aumento en la
incidencia de CU en los paises del este de Europa y en las naciones asiaticas. Lo anterior
se atribuye a la occidentalizacion de los estilos de vida, los cambios en la dieta y los cambios
ambientales debidos a la industrializacién y la urbanizacién de las poblaciones (Lakatos,
2006; da Silva, et al. 2014). También se ha reportado un aumento en la incidencia en los

paises en desarrollo de América del Sur (Appleyard, et al. 2004; da Silva, et al. 2014).
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En México, la frecuencia de casos de CU ha aumentado significativamente en la
tltima década. El promedio anual de nuevos casos de CU incrementd de un 28.8% entre
los afios 1987-1996 y un 76.1% para el periodo 1997-2006. De este modo, la incidencia de
nuevos casos ha incrementado 2.6 veces comparado con ambos periodos de tiempo. Los
patrones clinicos mas comunes en los pacientes mexicanos diagnosticados con CU son
pancolitis (59.1%), proctitis ulcerosa (29%) y colitis izquierda o distal (21%). La edad de
mayor incidencia en México es entre los 20 y 40 afios de edad, afectando por igual a

hombres y mujeres (Bosques, et al. 2011).

2.2.2 Sintomatologia de la CU

Los sintomas predominantes dependen de la extensién anatomica y la severidad de
la inflamacion. Muchos de los pacientes experimentan episodios recurrentes de sangrado
rectal, diarrea con moco, célicos y dolor abdominal, asi como desnutricién, agotamiento y
periodos variables de actividad y recurrencia. En los casos severos, se puede presentar
fiebre y anorexia (Ochsenkuhn & D’Haens, 2011).

Aproximadamente en el 10% de los pacientes con CU aparecen manifestaciones
extraintestinales, como son en las articulaciones, la piel, ojos e higado. Cuando aparece en
las articulaciones se puede manifestar como artritis periférica oligoarticular o poliarticular
(Dignass, et al. 2012). Las manifestaciones cutaneas se catalogan en lesiones
granulomatosas o dermatosis reactivas, como son: el eritema nodoso, estomatitis aftosa y
pioderma gangrenoso (Chavez-Alvarez, et al. 2016). Las manifestaciones oculares mas
comunes son la epiescleritis, la escleritis y la uveitis (Vavricka, et al. 2015).

Se ha destacado que algunos de los factores ambientales, como son los patrones
dietéticos, pueden repercutir en un aumento de los sintomas en pacientes con CU (Kyung
& Young, 2013).

2.2.3 Diagnostico de la CU

El diagnéstico de la CU se establece mediante la correlacion de los aspectos
clinicos, bioquimicos, endoscépicos e histopatoldgicos.

Los aspectos clinicos se obtienen a partir de una historia clinica detallada, que debe
incluir informacion sobre los sintomas: inicio de los sintomas, patrones de recaida y
remision, presencia de dolor abdominal, patrén de diarrea, sintomas extraintestinales,

sangrado rectal, presencia de moco y sangre en las evacuaciones, tenesmo y pérdida de
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peso. La localizacion del dolor depende de la extension de la enfermedad, por lo general
se presenta en el cuadrante inferior izquierdo distal y se extiende a todo el colon. La
distension abdominal y datos de irritacién peritoneal a la palpacion, acompafiados con
disminucién de los ruidos intestinales, requieren supervision continta debido al alto riesgo
de presentar megacolon téxico (Yamamoto-Furusho, et al. 2017).

La sospecha clinica se apoya con datos bioquimicos y hallazgos macroscépicos
endoscopicos e histolégicos. Los datos bioquimicos incluyen marcadores séricos de
inflamacién elevados (proteina C reactiva y velocidad de sedimentacion globular), anemia,
y marcadores fecales elevados (calprotectina y lactoferrina fecal) (Dignass, et al. 2012).

Los indices clinicos més utilizados para evaluar el grado de actividad de la CU son
el indice de Truelove y Witts (ver tabla 1) y la puntuacion de la Clinica Mayo (ver tabla 2)
(Hernandez-Rocha, et al. 2017).

Tabla 1. indice de gravedad de Truelove-Witts

1 punto 2 puntos 3 puntos

n deposiciones/dia < 4 4a6 > 0
Sangre en deposiciones - + ++/+++
Temperatura axilar (°C) < 37 37-38 > 38
Frecuencia cardiaca < 80 80a 100 > 100
Hemoglobina (g/dl)

- Hombres =14 14210 <10

- Muijeres =12 12a10 <10
Leucocitos/ul < 10.000 10.000 a 13.000 > 13.000
VHS (mm/h) <15 15a 30 > 30
Albuminemia (g/dl) > 3,2 3,2a3,0 < 3,0
Potasio (meg/l) > 3,8 3,8a3 <3

Inactivo: Menos de 11 puntos; Leve: 11 a 15 puntos; Moderado: 16 a 21 puntos; Grave: 22 a 27 puntos. VHS: velocidad de
eritrosedimentacion.

Tabla 2. indice de gravedad de la Clinica Mayo

0 punto 1 punto 2 puntos 3 puntos
Frecuencia de Normal (lo habitual 1 a 2 deposiciones 3 a 4 deposiciones > a 4 deposiciones
deposiciones para el paciente) > a lo normal > a lo normal sobre lo normal
Sangrado Sin sangrado Sangrado visible en Sangrado visible en Solo sangre
menos de 50% de las  50% o mas de las
deposiciones deposiciones
Apariencia endoscopica  Normal o enfermedad  Eritema, disminucién  Eritema marcado, Sangrado
de la mucosa inactiva patron vasculary ausencia de patrén espontaneo o
friabilidad leve vascular, friabilidady  Ulceras
erosiones
Evaluacion global Normal Leve Moderado Grave

Remision: = 2 puntos sin ningun subscore > 1; Leve: 3 a 4 puntos; Moderada: 5 a 8 puntos; Grave: 9 a 12 puntos.
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Por otra parte, la ileo-colonoscopia con toma de biopsia es la prueba diagnéstica
mas importante en la sospecha de CU. Los hallazgos endoscépicos caracteristicos en fase
aguda son: eritema, pérdida del patrén vascular, granularidad, friabilidad, erosiones y
ulceraciones de la mucosa (Figura 4). En fase crénica son la presencia de pseudopdlipos y
estenosis (Vergara-Fernandez, et al. 2006).

El diagndstico microscoépico de la CU se basa en la distorsion de la arquitectura de
las criptas, infiltrado de neutréfilos, datos de criptitis, con ramificacion de las criptas y
abscesos cripticos, asi como deplecion de mucina por disminucion de las células

caliciformes (Yamamoto-Furusho, et al. 2017).

Mucosa normal Inflamacion leve Inflamaciéon moderada Inflamacién severa

L5

Figura 4. Imagenes endoscopicas de colitis ulcerosa en humano. Las imagenes muestran diferentes niveles

de inflamacion en la mucosa del colon (Lange, et al. 2004).

El riesgo de cancer colorrectal en pacientes con CU estd incrementado en
comparacion con la poblacion general. El riesgo se asocia con la duracion y con el grado
de actividad de la enfermedad (Eaden, et al. 2001)

2.2.4 Fisiopatologia de la CU

La etiologia de la CU se desconoce, generalmente se acepta que se desarrolla a
través de una respuesta inmune inadecuada a los antigenos presentes en el lumen del
intestino probablemente derivados de la microbiota intestinal en individuos genéticamente
susceptibles (Bueno, et al. 2015; Torres & Rios , 2008).

Enla CU, factores genéticos, ambientales y del microbioma interactian con el sistema
inmune, resultando en respuestas alteradas responsables de la inflamacion intestinal

cronica (Figura 5).
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Figura 5. Fisiopatologia de la Ell. La homeostasis en el intestino se ve alterada en pacientes con Ell por el
desarrollo de una disbiosis con una disminucion en la produccién de acidos grasos de cadena corta (SCFA, por
sus siglas en inglés) producidos por la bacterias y un aumento de las proteobacterias (Escherichia coli). Los
mecanismos que mantienen la barrera intestinal también estan alterados en los pacientes con Ell, incluida una
disminucion de las proteina cadherina en la uniones estrechas; disminucion en la densidad de la mucosa,
alteraciones en la funcién de las células calciformes (disminucién en la producciéon de moco) y mecanismos
disfuncionales asociados a las células Paneth (disminucién de la producciéon de agentes antibacterianos).
Ademas, los pacientes con Ell exhiben una disminucién en el nimero de macrofagos expresando CD14, una
presentacion defectuosa del antigeno por las células dendriticas y una autofagia alterada. Esta respuesta
inadecuada resultan en una reduccion de la produccion de agentes antibacterianos y una invasion microbiana
patégena. Por Ultimo, en la Ell se observa una ruptura en el equilibrio entre las células T-efectoray T-reguladora
(T-reg), resultando en la activacion descontrolada de varias lineas de células T en el intestino inflamado. Células
calciformes (G); Interferdn y (IFNy); Interleucina (IL); Célula T asesina natural (NK-T); Células de Paneth (P);
Linfocitos T helper (Th); Factor transformante del crecimiento 8 (TGF); Factor de necrosis tumoral a (TNFa)
(Ramos & Papadakis, 2019).

Factores genéticos
Los factores genéticos han sido considerados ampliamente como factores de riesgo

importantes para la aparicion de la Ell. Los estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés) realizados en los ultimos afios han tenido un gran éxito

en la identificacion de genes que contribuyen a la susceptibilidad de Ell. En la actualidad
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se han identificado mas de 200 loci de genes de riesgo asociados con la Ell, la mayoria de
estos genes estan involucrados en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa, asi
como en el mantenimiento de la funcién de la barrera epitelial intestinal (Wawrzyniak &
Scharl, 2018). Algunos de estos genes han incluido el dominio de oligomerizacion por unién
de nucledtidos que contienen la proteina 2 (NOD2), el antigeno leucocitario humano (HLA)
y el receptor para la interleucina (IL)-23 (IL23R), que juegan un papel central en la respuesta
inmunolégica (Yamamoto-Furusho, et al. 2018). En un estudio realizado en pacientes
mexicanos se observo una frecuencia incrementadas de polimorfismos de HLA-DR1 en el
grupo de pacientes con CU comparado con controles sanos (Yamamoto-Furusho et al.
2004).

Por otro lado, se ha hecho una importante asociacion entre la Ell y el gen IL23R,
involucrado en la generacion de células T cooperadoras (Th)17. La via Th17 e IL-23 han
sido bien establecidas en la patogenia de la Ell, con susceptibilidad en los loci de genes
IL23R, IL-12B, JAK2 y STAT3 que se han identificado tanto en la CU como en la EC
(Anderson, et al. 2011; Brand, 2009). Las variantes de IL-12B, que codifica la subunidad
p40 de la IL-12 e IL-23, se han asociado con EIll y otros trastornos inmunitarios. Las
mutaciones en genes del sistema inmunitario adaptativo, como en la via de sefializacion
del receptor de interleucina (IL)-10 / IL-10, también se han asociado con la EC y la CU
(Yamamoto-Furusho et al. 2018). Asi mismo, se ha observado que el compartir genes de
susceptibilidad, entre miembros de la misma familia parece resultar en incremento en el
riesgo de agregacion familiar para la Ell (Cabré, et al. 2014). Esto se ha observado en
estudios en donde gemelos monocig6ticos presentaban altas tasas de incidencia para
alguna Ell en comparacion a gemelos dicig6ticos; sin embargo, el riesgo es mas elevado
en pacientes con EC, en comparaciéon con CU (Gabbani, et al. 2016). Por otro lado, en
México, se ha mostrado una frecuencia baja de agregacién familiar de CU para la poblacién
mexicana del 6.78%, comparada con 13.4 al 15% mostrado en paises del norte de Europa
y Estados Unidos (Yamamoto-Furusho J. K., 2009).

Factores ambientales

Los factores ambientales también juegan un papel importante en la patogenia de la
CU. Un gran namero de factores ambientales se consideran factores de riesgo para la CU,
incluidos el tabaquismo, la dieta, las drogas, la geografia y el estrés psicosocial. Entre ellos,

el tabaquismo sigue siendo el promotor ambiental mas estudiado y replicado de la CU
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(Loftus E.V., 2004). Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la deficiencia de
vitamina D contribuye al aumento de riesgo de Ell (Leslie, et al. 2008). El uso de antibiéticos
en un factor ambiental importante que influye en el riesgo de padecer Ell a través de su
efecto sobre el microbioma. Al respecto, se ha establecido que el uso de antibi6ticos durante
el primer afio de vida es mas comun entre los casos de Ell pediatrica en comparacion con
los controles sanos (Shaw, et al. 2010).

Se ha propuesto desde hace mucho tiempo que el estrés desempefia un papel en la
patogenia de la CU (Mauder R.G., 2005; Mawdsley & Rampton, 2005, 2006). Bitton, et al.
(2008) sugirieron que las personas con niveles mas bajos de estrés tenian un riesgo
reducido de aparicion de la enfermedad. Los componentes del estado de animo del estrés
percibido, incluidas la depresion y la ansiedad, pueden desempefiar un papel importante en
la mediacion del deterioro de la CU (Camara, et al. 2011).

La evidencia ecolégica y epidemiolégica reciente sugiere que la contaminacion del
aire puede contribuir al riesgo de EC y CU. La creciente incidencia de EC y CU en los paises
en desarrollo es paralela al desarrollo de la industrializacion (Thia, et al. 2008). La
contaminacion atmosférica elevada se asocia con un aumento de los leucocitos
polimorfonucleares circulantes y de las citocinas plasmaticas (Tan, et al. 2000; Van Eeden,
et al. 2001). Kaplan, et al. (2010), utilizando la base de datos Health Improvement Network
Database en el Reino Unido, encontraron que los niveles altos de NO; y SO; se
correlacionan con un mayor riesgo de EC y CU. En otro estudio, la emision total de
contaminantes se ha relacionado con un aumento de las tasas de hospitalizaciones tanto
por EC como por CU, lo que sugiere que la contaminacion del aire ambiental también puede

influir en estas enfermedades establecidas (Ananthakrishnan, et al. 2011).

Factores microbianos

El microbioma intestinal humano completo consta de aproximadamente 1150
especies bacterianas, y cada huésped individual tiene aproximadamente 160 especies (Qin,
et al. 2010). El microbioma intestinal se establece dentro de las 2 primeras semanas de
vida y luego generalmente permanece estable a partir de entonces. Aunque sélo es posible
cultivar entre el 20% y el 30% del microbioma intestinal, se ha establecido la asociacion
entre los cambios en el microbioma y la Ell (Eckburg, et al. 2005). Muchos estudios han

examinado la flora intestinal en la EC y la CU en segmentos inflamados y no inflamados, y
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han encontrado que hay una biodiversidad significativamente reducida en el microbioma
fecal en pacientes con Ell en comparacién con los controles sanos (Joossens, et al. 2011).

En estudios realizados especificamente para identificar el papel de la microbiota en
la CU crénica idiopatica se ha observado que la disbiosis incrementa las bacterias
patdgenas y proinflamatorias, y que esta disbiosis ocurre generalmente a partir de un
evento desencadenante como una gastroenteritis infecciosa, en el cual existe un
desequilibrio entre bacterias comensales y patdgenas, perpetuando una alteracién en la
barrera intestinal epitelial causando la translocacion de bacterias y sus productos en
individuos genéticamente susceptibles (Yamamoto-Furusho, et al. 2018).

Otra investigacion también ha encontrado que la microbiota en pacientes con Ell es
inestable comparada con los individuos sanos (Andoh, et al. 2011). En intestino sano,
predominan los phyla Firmicutes y Bacteroidetes, que contribuyen a la produccion de
sustratos metabdlicos epiteliales. Por el contrario, en intestinos con EC se caracteriza por
una relativa falta de Firmicutes y Bacteroidetes, y una sobre representacion de
enterobacterias; mientras que, en CU se observo una reduccion de Clostridium spp. y un
aumento de Escherichia coli (E. coli) (Martinez et al. 2008).

En la CU se ha reportado la existencia de una respuesta inmune incrementada a los
antigenos microbianos, que aunada a la alteracion de la permeabilidad intestinal y al
consecuente exposicion de dichos antigenos, resulta en la activacion de multiples vias para
induccién de citocinas proinflamatorias (Chassaing & Darfeuille-Michaud, 2011,

Yamamoto-Furusho, et al. 2018).

Factores inmunolégicos

La investigacion de la patogénesis de la Ell ha estado dominada durante mucho
tiempo por los estudios de la inmunidad de la mucosa, especialmente la respuesta de las
células T. La evidencia disponible sugiere que las disfunciones de las vias inmunes innatas
y adaptativas contribuyen a la respuesta inflamatoria intestinal aberrante en pacientes con
Ell

La respuesta inmune innata representa la primera linea de defensa contra los
patégenos y es no especifica, lo que permite que el cuerpo responda rapidamente a los
estimulos a menudo en minutos u horas. La respuesta inmune innata esta mediada por una
gran variedad de tipos de células diferentes, incluidas las células epiteliales, neutréfilos,

células dendriticas, monocitos, macrofagos y células asesinas naturales (NK) (Medzhitov &
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Janeway, 2005). Esta forma de inmunidad se inicia mediante el reconocimiento de
antigenos microbianos, que estd mediado por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), incluidos los receptores tipo tolll (TLR) en la superficie celular y los receptores tipo
NOD (NLR) en el citoplasma (Abreu, et al. 2005).

La primera barrera fisica que encuentran las bacterias intestinales y los antigenos
alimentarios esta representada por la capa mucosa que recubre el epitelio intestinal.
Numerosos estudios han demostrado la importancia del moco en la prevencién de la
penetracion bacteriana y la inflamacion intestinal (Van der Sluis, et al. 2006). La segunda
linea de defensa contra la invasioén bacteriana esta formada por el epitelio intestinal que
consta de enterocitos y células epiteliales especializadas, como las células caliciformes y
las células de Paneth. Ademas de formar una barrera fisica contra las bacterias, las células
epiteliales pueden secretar varios péptidos antimicrobianos. Durante mucho tiempo se ha
observado una barrera epitelial defectuosa y un aumento de la permeabilidad intestinal en
pacientes con Ell (Salim & Soéderholm, 2011). Asi como, una expresion defectuosa de
péptidos antimicrobianos en pacientes con CU (Wenkamp, et al. 2003).

Estudios recientes han encontrado que el comportamiento de las células que median
la inmunidad innata y la expresién y funcién de las proteinas TLR y NOD se alteran
significativamente en individuos con Ell. Por ejemplo, se ha demostrado que la acumulacién
de neutrdfilos en la mucosa y la produccion de IL-1B e IL-8 en respuesta a un traumatismo
se reducen selectivamente en los pacientes con EC, pero no en los pacientes con CU
(Marks, et al. 2006). Las mutaciones de NOD2 mas comiunmente asociadas con la EC
inducen una capacidad defectuosa del intestino para responder al LPS, y este defecto
puede contribuir a la susceptibilidad a la enfermedad (Bonen, et al. 2003). Aunque el papel
funcional de las mutaciones NOD?2 todavia es controvertido, la evidencia disponible sugiere
gue representan mutaciones con pérdida de funciébn que conducen a una activaciéon
reducida del factor nuclear relacionado con la cadena kappa de los linfocitos B (NF-Kb)
(Wenkamp et al. 2003). Esta respuesta inadecuada podria resultar en una reduccién de la
produccion de agentes antibacterianos y una invasion microbiana patdégena (Abraham &
Cho, 2006). Otros estudios sugieren que la pérdida de funcién de NOD2 puede resultar en
la falta de inhibicién de la estimulacién de TLR2, lo que lleva a la activacién de vias
inflamatorias y respuestas Thl excesivas (Watanabe, et al. 2004).

Por otro lado, los neutroéfilos, las células de "primera respuesta” de vida corta, se

reclutan en abundancia generando la histologia caracteristica de los "abscesos de cripta"

22



en la CU, donde los neutrdéfilos transmigran a través del epitelio colénico y mueren dentro
de las criptas coldnicas. El entorno inflamatorio de la CU activa promueve la supervivencia
de los neutrdfilos. Esta mayor supervivencia aumenta su accion inflamatoria y el dafio tisular
(através de muchos medios, incluida la liberacion de serin proteasas y metaloproteasas de
matriz, especies reactivas de oxigeno y citocinas proinflamatorias). El elevado niumero de
neutrdéfilos sufre una muerte celular proinflamatoria incontrolada (necrosis), que potencia y
amplifica el entorno proinflamatorio. Esto esta respaldado por altos niveles de proteinas
S100A8 / 9 (o calprotectina), que generalmente se encuentran en los neutréfilos, que se
liberan en la sangre y las heces y una respuesta serolégica prominente a los
autoanticuerpos perinucleares anti-citoplasma de neutréfilos (pPANCA) en la CU, ambos
probablemente indicadores indirectos de muerte incontrolada de neutrdéfilos. Las trampas
extracelulares de neutréfilos (NET) pueden actuar como sumidero de moléculas
inmunogénicas que sostienen la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, existe un paradigma
racional de que, después del inicio de la enfermedad, la ola precedente de neutrdfilos y
macréfagos (con su repertorio de citocinas proinflamatorias, por ejemplo, la familia IL-1, IL-
6 y factor de necrosis tumoral (TNF)-a) crea un medio inflamatorio que promueve una
respuesta inmunitaria patolégica adaptativa (probablemente de células T), lo cual esta
apoyado por los altos niveles de varias citocinas proinflamatorias como IL-1a e IL-1B y el
TNF- a en tejidos afectados por la CU (Rugtveit, et al. 1997; Smith, et al. 2005; Tran, et al.
2012).

Las células dendriticas (DC), son células presentadoras de antigenos que participan
en el inicio y la regulacién de la respuesta inmune innata local y que también juega un papel
en la inmunidad adaptativa (Rescigno & Di Sabatino, 2009). Al igual que los macrofagos, la
funcién de las DC depende del microambiente de la mucosa intestinal. En controles sanos,
las DC intestinales tienen un expresion baja de los receptores TLR2 y TLR4. La expresion
de ambos receptores aumenta significativamente en pacientes con EC y CU. En este mismo
estudio también se ve una sobre produccion de las citocinas proinflamatorias IL-12 e IL-6,
concluyendo que las DC tienen una sobreexpresion de receptores de reconocimiento
microbiano lo que causa una activacion exagerada en los pacientes con Ell (Hart, et al.
2005).

A diferencia de la respuesta inmune innata, la inmunidad adaptativa es muy
especifica, a menudo tarda varios dias en responder y depende del tipo y nimero de células

T. Las células Thl, inducidas por IL-12, producen una gran cantidad de IFN-y, mientras que
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las células Th2 liberan IL-4, IL-5 e IL-13 (Korn, et al. 2009). Se cree que una respuesta
inmune Th1 anormal causa inflamacion intestinal en la EC y se ha observado que las células
T de la mucosa de pacientes con EC producen cantidades mas altas de IL-2 e IFN-y que
las células T de pacientes con CU o controles (Breese, et al. 1993). También se ha
demostrado que en la CU, las células NKT atipicas liberan mayores cantidades de la
citocina IL-13 e IL-5 que las células T de los controles o los pacientes con EC (Heller, et al.
2005; Fuss, et al. 2004). Por tanto, se ha pensado que la EC se caracteriza por una
respuesta inmunitaria Th1, mientras que la CU se ha considerado una enfermedad mediada
por Th2 (Di Sabatino, et al. 2012). Sin embargo, algunos estudios contradictorios han
llevado a reconsiderar esta concepcion. Al respecto, en un estudio utilizando las biopsias
de pacientes con CU y EC cultivadas in vitro, se observd que ambos tipos de biopsias
liberaron cantidades elevadas y comparables de IFN-y (Rovedatti, et al. 2009). Mientras
que en otros estudios han encontrado niveles mas bajos de IL-13 en la mucosa col6nica de
los pacientes con CU en comparacion con los de los pacientes con EC y los sujetos del
grupo de control (Vainer, et al. 2000). También se ha observado que los niveles de IL-13 en
los sobrenadantes de biopsias intestinales cultivadas in vitro son mas bajos que la
concentracion de IFN-y y las concentraciones son comparables entre los grupos de EC, CU
y control (Wilson, et al. 2001). Bernardo, et al. (2012) han informado observaciones
similares, que han descrito la presencia de un perfil mixto de citocinas con predominio de
IL-6 y la ausencia de IL-13 en los sobrenadantes de biopsias de CU cultivadas in vitro. Por
lo anterior, la concepcién de que la CU es una enfermedad mediada por Th2 sigue siendo
controversial.

Las células Th17 son un subconjunto de células T caracterizado por la produccién de
grandes cantidades de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. Son inducidos por una combinacién
de IL-6 y factor de crecimiento transformante (TGF) -8, y su expansion es promovida por la
IL-23 (Zhou, et al. 2007). Se ha estudiado ampliamente la participacion de las células Th17
y, en particular, su citocina IL-17A caracteristica en la inflamacion intestinal. Se han
detectado niveles elevados de transcritos de IL-17A tanto en la mucosa de la EC como en
la de la CU en comparacion con el intestino normal (Kobayashi, et al. 2008; Sugihara, et al.
2010). Asi mismo, la mucosa inflamada de la Ell cultivada in vitro produce niveles mas altos
de IL-17A que el control (Breese, et al. 1993). Ademas, las células Th17 son una fuente
importante de IL-21, una citocina relacionada con IL-2 que se regula positivamente en la

mucosa inflamada de la Ell (Monteleone, et al. 2005; Sarra, et al. 2010).
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Pese a que la relevancia clinica de las celulas B es desconocida, se ha observado un
aumento en la activacion de células B, asi como de autoanticuerpos en la Ell. Se ha
observado en la EC un aumento en la secrecion de IgG1, 1gG2 e IgG3 en comparacién a
controles sanos; mientras que en la CU solo se ha observado un aumento en la secrecion
de IgG1 (Tran, et al. 2012; Silva, et al. 2019).

2.2.5 Tratamientos actuales para la CU

A la fecha, no hay una cura para la CU, por lo que, el tratamiento implica Gnicamente
el control de los sintomas mediante la supresion de la respuesta inflamatoria para inducir
un estado de remision (Martin, et al. 2014). En general, el tratamiento de la CU depende de
la gravedad de la CU. Las terapias farmacoldgicas como son los compuestos de acido-5-
aminosalicilico (5-ASA) orales o rectales, tiopurinas (azatioprina, mercaptopurina) y los
corticosteroides orales o rectales, incluida la budesoénida o la prednisona, se recomiendan
para la inducciéon de remision en una CU activa leve y moderada, asi como en el
mantenimiento de la remisién en pacientes con CU. Aunque se ha demostrado que todas
las formulaciones de 5-ASA son eficaces para la induccién y el mantenimiento de la
remisién en la CU, un subgrupo significativo de pacientes no responde. Alrededor del 35%
de los pacientes con CU no logran alcanzar la remision después de 8 semanas de terapia
con 5-ASA y el 52% no logran mantener la remisiébn completa después de 12 meses de
terapia. Sin embargo, actualmente no esta claro si estos pacientes podrian beneficiarse de
una dosis mas alta de 5-ASA. Se ha sugerido que las diferentes respuestas al 5-ASA
pueden ser debidas a polimorfismos genéticos o a interacciones con el microbioma del
paciente (Van de Meeberg, et al. 2020).

Las opciones terapéuticas actualmente disponibles para los pacientes que no
responden a 5-ASA, incluyen corticoesteroides, inmunomoduladores y productos
biol6gicos, que tienen mas efectos secundarios potencialmente graves. Por ejemplo, los
corticosteroides orales o sistémicos no se pueden administrar a largo plazo debido a sus
efectos adversos, como son, glaucoma, retencion de liquidos, problemas cognitivos y
sindrome de Cushing (Sholter & Armstrong 2000). Por otro lado, el uso de farmacos
inmunomoduladores, como son, las tiopurinas (azatioprina, mercaptopurina) y el tofacitinib,
suelen ser muy efectivos, sin embargo, el 30-40% de los pacientes con CU no responden y
un 10-20% no tolera el tratamiento por sus efectos adversos, los cuales incluyen

intolerancia digestiva, pancreatitis, fiebre, artromialgias, exantema y hepatoxicidad.
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Ademas, los tumores de piel distintos al melanoma, los linfomas y los tumores del tracto
urinario se han relacionado con la administracién de tiopurinas (Bermejo, et al. 2018).

El tratamiento con terapias bioldgicas incluye medicamentos contra el TNF-a y se
indica en pacientes con CU moderada a severa que han sido refractarios o intolerantes al
tratamiento quimico farmacoldgico. Varios estudios han demostrado que esta terapia
bioldgica es efectiva en la induccion de la remision de CU y que ademas mantiene la
remisién a largo plazo y reduce la cantidad de hospitalizaciones en pacientes con CU
moderada a severa. Sin embargo, algunos ensayos clinicos controlados aleatorios de
anticuerpos anti-TNF-a en pacientes con Ell han informado altas tasas de falta de respuesta
gue van desde 10% a 75% (Ben-Horin, et al. 2014). Algunos efectos secundarios que se
han descrito para esta terapia biolégica son infecciones respiratorias leves (rinitis, sinusitis),
sequedad cutanea, hipersensibilidad (prurito, erupciones, artralgias, fiebre), insuficiencia
cardiaca y exacerba o empeora los sintomas de esclerosis mdltiple (Cohn, et al. 2017).
Ademas, estos tratamientos son muy costosos (Van der Valk, et al. 2014).

2.2.6 Modelos experimentales de CU

Para comprender la etiologia de la enfermedad y los mecanismos fisiopatoldgicos, se
han desarrollado varios modelos experimentales (Nidhi, et al. 2014). Los mas utilizados son
los ratones genéticamente modificados, entre los que destacan los del tipo knockout IL-2 -
/-, IL-10 -/- y TGF-B -/-; modelos inducidos por infeccion, destacando el modelo por infeccion
con Citrobacter rodentium y el modelo Salmonella typhimurium; modelos de transferencia
adoptiva, como son el modelo CD45 + RB High y transferencia de células CD62L + a
ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID); y modelos inducidos por agentes
guimicos, como son el dextrano sulfato de sodio (DSS), el acido tri-nitrobencenosulfénico
(TNBS) o el acido di-nitrobencenosulfénico (DNBS) (Nidhi, et al. 2014). Los modelos
inducidos por la administracién de agentes quimicos han adquirido gran relevancia para el
estudio de varios aspectos de la CU, al ser méas baratos, facilmente manipulables, generan
rapida aparicion de la enfermedad y reproducibles (Almero, 2007). Cada uno de los modelos
quimicos de colitis mencionados tienen ventajas y limitaciones en algunos aspectos de su
relevancia clinica, inmunoldgica e histopatoldgica para la CU (Morampudi, et al. 2014).

La induccidn de colitis a partir del agente quimico DNBS, es un modelo de bajo costo
y facilmente reproducible que puede ser utilizado ampliamente en el estudio de las

caracteristicas de la CU (Goyal, et al., 2014). Este modelo consta de una aplicacion
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intrarectal de DNBS, diluido en etanol al 50% (v/v). El etanol permite que el DNBS penetre
a través de la mucosa, donde se cree que el DNBS desarrolla su actividad de hapteno, lo
cual significa que actla sobre las proteinas autélogas o microbiéticas del colon, lo que las
hace inmunogénicas para el sistema inmunitario del huésped, induciendo un importante
grado de inflamacion y lesién tisular en el colon, que se asemeja a la CU humana
(Morampudi, et al. 2014). Este modelo permite estudiar la patogénesis de la enfermedad
asociada a los desencadenantes ambientales como son la dieta y el estrés (Ghia, et al.
2009; Morampudi, et al. 2014; Reber, 2012), los mecanismos que subyacen a la inflamacion
intestinal y la lesion de la mucosa (Cuzzocrea, et al. 2001), los efectos de la inflamacion
sobre el sistema nervioso periférico y las vias neuronales del dolor (Boyer, et al. 2005;
Momin & McNaughton, 2009; Saunders, et al. 2006), y permite estudiar los efectos de
posibles terapias potenciales para combatir los sintomas de la CU (Kawada, et al. 2007).

2.3 Plantas medicinales para el tratamiento de CU

El termino medicina alternativa se utiliza para describir aquellos métodos de atencién
a la salud desarrollados fuera de la medicina occidental tradicional para ser aplicados a
ciertas enfermedades. Existen muchas formas de medicina alternativa, incluidas la
acupuntura, homeopatia, quiropractica, masaje terapéutico y las plantas medicinales.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la salud (OMS, s.f.), una planta medicinal
es definida como cualquier especie vegetal en la que el todo, o una parte de ésta, contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos 0 cuyos principios
activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Se han descrito
el empleo de multiples preparados herbales y botanicos para el tratamiento alternativo de
la CU (Mancefido-Marcos, 2015), aunque se tienen muy poca evidencia de la eficacia de
este tipo de terapia. Al respecto, solo se tiene evidencia cientifica para los extractos de
Boswelia serrata (Gupta, et al. 1997; 2001), Curcuma longa (Ali, et al. 2007; Holt et al. 2005;
Hanai et al. 2006), Andrographis paniculata (Tang, et al. 2011; Sandborn et al. 2013),
Potentilla erecta (Wan, et al. 2014), zumo de Citrus junos (Abe, et al. 2018), aceite esencial
de Rosmarinus oficinales (Minaiyan, et al. 2011) y Aloe Vera (Langhorst, et al. 2015; Wan,
et al. 2014). Muchas de estas plantas son de origen asiatico lo que dificultad el acceso de
estos extractos a la poblacién mexicana y su importacion suele ser costosa.

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el nimero de plantas medicinales

registradas y que forman parte de la herbolaria tradicional mexicana desde épocas
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prehispanicas (Martinez, 1996). Entre las plantas medicinales mexicanas, la especie
Lepidium virginicum L., ha sido usada por los indigenas Maya como “pich ‘tuluk”, empleando
la decoccidn de sus raices como tratamiento para la diarrea y disenteria, y como un remedio
para el dolor abdominal (Berlin, et al. 1996). Sin embargo, a la fecha no hay evidencias

cientificas que corroboren sus aplicaciones terapéuticas.

2.3.1 Lepidium virginicum
a) Taxonomia y Distribucion

Lepidium virginicum L. es una planta herbacea perteneciente a la familia
Brassicaceae originaria de Estados Unidos de América y México (Aguilar et al., 1994,
Arguéeta et al., 1994). Dependiendo de la region donde crece, se le conoce como Lentejilla,
Panalillo o chile de péajaro. Se encuentra en climas calidos, semicélidos, semisecos y
templados, entre el nivel del mar y los 3100 msnm. Esta planta llega a medir entre 15 a 70
cm de altura; su tallo es comunmente ramificado y con vellosidades. Las hojas cercanas a
las raices presentan formaciones adentadas en sus bordes; mientras que las hojas en la
parte superior de la planta son mas pequefas con ramificaciones mas delgadas (Martinez-
Castro, 2016). Sus flores, de color blanco, son pequefias y en espigas. Mientras que, sus
frutos son casi esféricos y comprimidos, con dos semillas; de una coloracion verdosa, que

conforme maduran se tornan anaranjadas y café (Figura 6).

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Brassicales

Familia Brassicaceae

Género Lepidium

Especie Lepidium virginicum L.

Figura 6. Inflorescencia de L. virginicum L.

Suele crecer en terrenos de cultivo abandonados, a la orilla de caminos con
vegetacion perturbada o en regiones urbanas, observada en bosques tropicales caducifolio,
subcaducifolio y subperennifolio, matorral xerofilo, pastizal, bosques meséfilos de montafia,
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de encino, de pino, mixto de pino-encino y bosque de junipero. De este modo, se ha
reportado su presencia en los estados de Aguascalientes, Baja California Norte, Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,

Tlaxcala, Veracruz, Yucatan (Villasefior & Espinosa, 1998).

b) Caracteristicas fitoquimicas de L. virginicum

La mayoria de los compuestos bioactivos que se obtienen de las plantas medicinales
proceden del metabolismo secundario, los cuales pueden proceder de una ruta biosintética
o de diferentes rutas (Kuklinski, 2003). Existen dos rutas béasicas implicadas: la ruta del
acido shikimico, la cual es responsable de la biosintesis de la mayoria de los fenoles en las
plantas, y la via del acido malénico que, aunque es una fuente importante de fenoles en
hongos y bacterias, es poco empleada en plantas superiores (Avalos & Pérez-Urria, 2009).
Calzada, et al. (2003), mediante el excrutinio del extracto crudo de las raices de L.
virginicum, encontré la presencia de glucosinolato de bencilo, el cual tiene actividad
antiprotozoaria contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica con un IC50 de 100.1 ug/mL.
Por otro lado, Martinez-Castro (2016) a partir de un extenso andlisis fitoquimico de la
especie L. virginicum, determind que la compaosicion y contenido de compuesto fendlicos y
flavonoides se encuentra directamente relacionado a la actividad antioxidante de los
extractos de estas planta. Ademas, revel6 que el tallo posee un mayor contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, y por ende una mayor actividad antioxidante.

Los compuestos fendlicos son compuesto organicos cuya estructura molecular se
encuentra formada por al menos un grupo fenol, asi como una anillo aroméatico unido por lo
menos a un grupo funcional hidroxilo. Los compuestos fendélicos son un grupo muy diverso,
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos
como los taninos y la lignina, asi como los pigmentos flavonoides (Decker, 1997). Estos
compuestos tienen la capacidad de formar complejos, poseen poder reductor y resultan
poco téxicos. Estas propiedades hacen que los compuestos fendélicos tengan actividad
antioxidante, que juegan un papel importante en la absorciéon y neutralizacién de los
radicales libres y en la descomposicién de peroxidos. Ademas, los compuestos fendélicos

tienen efectos antiinflamatorios debido a que inhiben el proceso de adhesién de la citocinas
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y quimiocinas. Sin embargo, la evidencia terapéutica de los beneficios de estos compuestos
aun no esta clara (Jian & Dusting, 2003).

Los flavonoides pueden provenir de la ruta del &cido shikimico o la ruta de los
policétidos, estos poseen al menos dos subunidades fendlicas, es decir, tienen una
estructura del tipo Ce-C3-Cg con sus dos anillos aromaticos unidos entre si por una cadena
de tres carbonos ciclada a través de un oxigeno (Robbins, 2003; Kuklinski, 2003). Estos
metabolitos estan ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y se encuentran
en las partes aéreas como son hojas, frutos, y flores. Algunos flavonoides son los
responsables del color amarillo de ciertas flores (Kuklinski, 2003). En particular, exhiben
una amplia gama de efectos bioldgicos, desde antiinflamatoria, antioxidante, antitrombdética,
antialérgica, vasodilatadora, actividad antibacteriana y antiviral (Yen, Duh, & Tsai, 1993;
Siddhuraju & Becker, 2003).

Martinez-Castro (2016), también encontré la presencia de cumarinas en los extractos
de L. virginicum (ELv) por medio de cromatografia en capa fina. Estas son derivadas de
benzo-a-pironas, cuyas propiedades farmacoldgicas, terapéuticas y bioquimicas dependen
de su patron de sustitucion. Las cumarinas exhiben una amplia gama de actividades
farmacoldgicas, que incluyen antidiabéticos, antivirales, antimicrobianos, anticancerigenos,
antioxidantes, antiparasitarios, antiproliferativos, anticonvulsivos, antiinflamatorios y
antihipertensivos (Kuklinski, 2003; Venkata Sairam, et al. 2016). En la tabla 3., se muestran
los diversos compuestos quimicos que se han encontrado en varias especies del género
Lepidium incluida L. virginicum L. entre los cuales se destacan los compuestos fenélicos

como son flavonoides y cumarinas, glucésidos como glucosinolatos, terpenos y esteroles.
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Tabla 3. Compuestos quimicos identificados en el género Lepidium.

Compuesto Extracto Estructura Bibliografia
Compuestos Extracto Metandlico de f (Martinez-Castro, 2016)
fendlicos tallos S o
Cumarinas Extracto Metandlico de m (Martinez-Castro, 2016)
tallos
0" "0
Flavonoides Extracto Metandlico de S (Martinez-Castro, 2016)
M AN
i | |
hojasy tallos LA
Glucosinolato de | Extracto metandlico de NOSONa’ (Calzada et al., 2003).
bencilo raiz s
0 CH,OH
OH
OH
OH
B-Sitosterol Extracto metandlico de (Calzada et al., 2003).

raiz.
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3. JUSTIFICACION

La CU es una enfermedad intestinal inflamatoria de causa desconocida, caracterizada
por inflamacion en el colon, diarrea y dolor abdominal. En México, el nUmero de pacientes
con colitis ha ido en aumento. Actualmente, existen en el mercado farmacos que pueden
ser efectivos en el tratamiento de la inflamacién y dolor por colitis. Sin embargo, alrededor
del 20% de los pacientes con CU no responden a esto farmacos y/o tienen efectos
secundarios adversos como son irritabilidad del tracto gastrointestinal, estrefiimiento, dolor
de cabeza, diarrea, riesgos de padecer infecciones, entre otros. Por tal motivo, es necesaria
la basqueda de nuevas alternativas de tratamiento. El uso de plantas medicinales pueden
ser una alternativa importante. Al respecto, la gran diversidad vegetal y la amplia riqueza
cultural de México han favorecido el aprovechamiento de las plantas con fines medicinales.
La planta L. virginicum conocida cominmente como lentejilla ha sido usada de manera
tradicional desde los mayas como remedio para el alivio de diarrea y disenteria, por lo que
dicha planta puede ser una alternativa potencial para el tratamiento de la CU. Sin embargo,
a la fecha no hay estudios cientificos que demuestren su potencial terapéutico. Por lo que,
es necesario determinar si los extractos de esta planta tienen propiedades antiinflamatorias
en un modelo experimental de colitis. Los datos obtenidos en este estudio van a contribuir
a la generacion de conocimiento nuevo que puede potencialmente dar una alternativa de
tratamiento para la CU, asi como a la conservacion y recuperacion del conocimiento de las
plantas medicinales que forman parte de la herbolaria tradicional mexicana desde épocas

prehispanicas.
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4. HIPOTESIS

El extracto de L. virginicum tiene efectos antiinflamatorios sobre la colitis aguda
inducida con DNBS.

5. OBJETIVOS
5.1 General
Determinar los posibles efectos antiinflamatorios del extracto obtenido de L. viginicum

en un modelo de colitis.

5.2 Especificos

e Obtener el extracto etandlico de la planta L. virginicum.

e Investigar si el extracto de L. virginicum tiene efectos antiinflamatorios en un modelo
de colitis analizando las manifestaciones clinicas y la histopatologia de los tejidos
colénicos.

e Determinar la dosis efectiva media y la via de administracion del extracto para
producir el efecto antiinflamatorio deseado.
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6. METODOLOGIA

6.1 Preparacion del extracto de L. virginicum (ELv)

L. virginicum se colectd en las instalaciones de la Universidad Autbnoma de
Aguascalientes (UAA), en Aguascalientes, México, en época de primavera del mes de
marzo del 2019 y se deposité una muestra de comprobante en el herbario de la UAA con el
numero de acceso 30775. Para la colecta se seleccionaron plantas de aproximadamente
25 cm de altura. Las plantas colectadas se secaron a temperatura ambiente (~27°C)
durante 15 dias, posteriormente se les seccion6 el tallo y se molieron en una licuadora. El
polvo obtenido se colocd en matraces Erlenmeyer de 500 ml a temperatura ambiente con
etanol acuoso 95% v/v con agitacion ocasional por 24 horas. El extracto se separd por
filtracion y los residuos se re-percolaron hasta una ausencia de color verdoso en el etanol.
El filtrado colectado se traté en un rotavapor digital al vacio para la eliminacién del solvente.
El extracto se almacend en un lugar fresco y en oscuridad. Para realizar el experimento
biolégico, se resuspendié el concentrado en una solucion salina fisiolégica 9% y etanol al
20%.

6.2 Induccién de la colitis aguda con el compuesto DNBS en ratas Wistar (Rattus
norvegicus)

Las ratas Wistar hembras de entre 200-250 g de peso se mantuvieron en el bioterio
en condiciones controladas de temperatura (22-24 °C) y ciclos de luz-obscuridad de 12-12
horas con alimento y agua potable ad libitum. Todos los animales se trataron conforme a la
normativa institucional a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, referente a las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

La colitis inducida por la administracion rectal del compuesto DNBS es un modelo
ideal para este estudio, debido a que se encuentra bien caracterizado, es muy simple,
barato, genera una respuesta inmune, y tiene similitudes con la CU en humanos
(Morampudi, et al. 2014; Nidhi, et al. 2014). La colitis se indujo por administracion intrarrectal
de una dosis Unica de 200 mg/Kg de DNBS en 250 pL de etanol al 50%. Las ratas control
(sin colitis) recibieron solamente etanol al 50%, todo bajo anestesia (1.5% de isoflurano),

para evitar el sufrimiento del animal.
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Grupos de animales:
Los animales se asignaron al azar en 2 grupos respecto a la via de administracion del
extracto (oral o intraperitoneal [I.P.]) divididos en 5 subgrupos, con al menos 5 ratas en cada
uno de estos, quedando de la siguiente manera:
Grupo control: sin colitis y tratados Unicamente con solucién salina (2 ml/Kg).
2. Grupo ELv: sin colitis y tratados con el extracto de L. virginicum (ELv) a dosis de
(3, 30, 100 y 300 mg/kg)
Grupo DNBS: con colitis tratados Unicamente con solucion salina (2 ml/Kg)
Grupo DNBS + ELV: con colitis tratados con el extracto de L. virginicum a diferentes
dosis (3, 30, 100 y 300 mg/kg).
5. Grupo DNBS+5-ASA: es el grupo de referencia con colitis tratado con 100 mg/kg
de &cido 5-aminosalicilico (5-ASA) via intrarrectal.

Todos los tratamientos se llevaron a cabo 24 horas después de la induccién de colitis (dia
0) y se continud las dosis cada 24 horas, diariamente durante 4 dias.

6.3 Evaluacion de la severidad de la colitis

Para determinar la severidad de la colitis, se registré diariamente el peso corporal, la
consistencia de las heces, y la presencia de sangrado fecal. Este Gltimo se determin6
utilizando tiras reactivas Hema-screen (immunostics, inc, USA) para determinacién de
sangre oculta. La consistencia de las heces y la sangre fecal o anal se calific6 segun lo
descrito por Melgar et al. (2005) (Ver tabla 4). Los cambios en el peso corporal se calcularon
normalizando el peso corporal de los dias posteriores a la administracion del DNBS
respecto al peso corporal inicial de la rata tomado como dia 0 (100%), y se expreseraon
como % de peso corporal.

Para evaluar el dafio macroscépico del colon se utilizé la escala de Morris et al.
(1989), con maodificaciones leves, donde 0 = sin sangrado, ni ulceras y/o edemas; 1 =
sangrado leve, edema leve o erosion de la mucosa leve; 2 = edema moderado, Ulceras o
erosiones sangrantes; 3 = severa ulceracion, erosiones, edema, necrosis tisular y
perforacion. La determinacion de estos puntajes se hizo mediante el método de doble ciego

para evitar sesgos en la puntuacion.
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Tabla 4. Puntaje de diarrea y sangrado rectal (Melgar et al., 2005)

Score | Consistencia de las hecesfecales Sangre fecal orectal
0 Heces duras Normal (sin sangre)
1 Heces pastosas Un poco sangrientas
2 Heces aguadas Sangre moderada
3 Diarrea liquida Sangradoa través del ano

6.4 Actividad de mieloperoxidasas (MPO) en muestras de tejido colénico de ratas

Para los ensayos de MPO, se recolectaron muestras completas del colon distal de
los 5 grupos de ratas y se colocaron en tubos de 2.0 ml con 0.5% de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) en buffer de fosfato de potasio (50 mM, pH 6). Después, el tejido se homogeniz6
por 10 segundos con un homogeneizador Benchmark Scientific D1000 manual en frio.
Enseguida, las muestras homogenizadas se centrifugaron a 13,400 x g a 4°C durante 10
minutos en una centrifuga Hermle Z216 MK, para posteriormente recuperar el sobrenadante
para cuantificar la actividad enzimética de la MPO a través del ensayo colorimétrico descrito
por Kim et al., 2012.

Para ello, se agregaron 7 pL del sobrenadante a una solucion de buffer de fosfato
de potasio (50 mM, pH 6) conteniendo 0.167 mg/ml de o-dianisidina-diclorhidrato y 0.0005%
de peréxido de hidrogeno (H202). Los cambios en absorbancia se midieron a 450 nm con
un lector de microplacas para absorbancia iMark (Bio-rad). Para cuantificar la actividad de
la enzima MPO, se consider6é que una unidad (U) de MPO = 1 ymoL de H>O. separado y
que 1 uymoL de H.O, da un cambio en la absorbancia de 1.13 x 102 nm /min. Las unidades
de MPO en cada muestra se determinaron como cambios en absorbancia [AA (t2-t1)] / Amin
X (1.13 x 10?). Para obtener unidades por mg de tejido, se usé la relacién de tejido: buffer
(Kim et al., 2012).
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6.5 Evaluacién histopatoldgica de la inflamacién mediante la técnica histoldgica de
hematoxilinay eosina (H & E)

La evaluacién histopatoldgica se llevéd a cabo de la siguiente manera. Los grupos de
ratas Wistar se sacrificaron utilizando pentobarbital sédico (37.8 mg/kg) al cuarto dia
después de la induccion de la colitis. Se recolectaron muestras de colon de
aproximadamente 1 cm de longitud de cada uno de los grupos de ratas, fijAndolas
individualmente en formalina al 10%, enseguida se deshidrataron e incluyeron en parafina
por medio del Sistema automatico de infiltracion de tejidos Leica TP1020, en donde el
proceso tomd 12 horas, una hora por cuba, aqui el tejido fue deshidratado con alcoholes de
manera gradual y de menor a mayor. Se aclaré y fijo el tejido con xilol. Finalmente, el tejido
fue incluido en parafina y colocado en el centro de inclusién Leica EG1150H para hacer los
cubos. Posteriormente, se realizaron cortes de 7 ym de grosor con la ayuda de un
micrétomo manual Leica RM2235. Los cortes fueron extendidos en un bafio maria (aprox.
40°C) y recuperados en los portaobjetos. Las laminillas se colocaron en un horno a 60°C
durante 16 horas para eliminar el exceso de parafina y entonces fueron sometidas a una
tincion con hematoxilina-eosina (H & E) en una estacion de tincion automatizada Leica
ST4040 Linear Stainer. Una vez tefidas, las laminillas se analizaron bajo un microscopio
de luz blanca a una magnitud de 4x, para determinar la infiltracion de células del sistema

inmune en las capas del intestino, asi como la integridad de las criptas intestinales.

6.6 Andlisis de la expresion del ARNm de algunos mediadores inflamatorios

Se analiz6 la expresion del ARNm de los mediadores inflamatorios NF-kB, TNF-a,
IL-1B, IL-6, y CXCL-1 en los tejidos de colon de los 5 grupos de ratas. Para ello, se obtuvo
de 50-100 mg de tejido colonico y se resuspendié en 1 ml de Trizol®. Después, se procedio
a la extraccion de ARN total por el método Trizol de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion del ARN total se evalué usando el equipo NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) y su pureza se estableci6 mediante la relaciébn de absorbancia a
longitudes de onda 260/280. La sintesis de cDNA se realiz6 con el kit iScript cDNA synthesis
kit (Bio-rad) utilizando una transcriptasa reversa MMuLV en un termociclador T100 (Bio-
rad). Para la reaccion en cadena de la polimerasa de punto final se emple6 1.5 mM de
MgCl;, 0.2 mM de dNTP, 0.2 mM de oligonucleétidos, 0.5 U de Taq DNA polimerasa (Life
Technologies, Texas, USA), y 1X de buffer de PCR ajustado con agua libre de nucleasas

(DEPC,; del inglés Diethyl pyrocarbonate) a un volumen final de 25 ul. Todas las PCR fueron
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realizadas en un termociclador T100 (Bio-rad). En todos los casos, se usaron condiciones
estandar; una desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento 30 segundos y una extension a
72 °C, seguido de una extension final de 5 minutos a 72 °C. Unicamente se modifico la
temperatura de alineamiento y el tiempo de extensidén en cada una de las reacciones. En la
tabla 5, se muestran las secuencias y temperaturas de alineamiento utilizados en los
ensayos de PCR punto final para cada uno de los genes. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y tefiido con bromuro de etidio
(0.0005 mg/ml). El andlisis densitométrico de la expresion de los amplicones de cada gen
se realiz6 utilizando el software de libre acceso Image J. El andlisis de expresion se realizd
utilizando la expresion de un gen constitutivo como el GAPDH.

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para la evaluar la expresién de genes proinflamatorios

Tamafo
Gen Secuencia Tm del
producto
GAPDH Forward (Fw) 5'-CCATCA CCATCT TCC AGG AG - 3' 55°C | 576 pb
NM_017008.4 Reverse (Rv) 5'-CCT GCTTCACCACCTTCT TG -3
IL-1B Forward (Fw) 5'-GCACAGTTC CCCAACTGGTA-3' 55°C | 191 pb
NM 031512.2 Reverse (Rv) 5'- GGA GAC TGC CCATTC TCG AC - 3'
IL-6 Forward (Fw) | 5'- TAG TCC TTC CTACCC CAATTTCC - 3 55 °C 76 pb
NM_012589.2 Reverse (Rv) 5'-TTG GTC CTT AGC ACTCCTTC - 3
CXCL-1 Forward (Fw) 5'- GAA GAT AGATTGCACCGA -3 55°C | 365pb
NM 030845.1 Reverse (Rv) 5'- CAT AGC CTC TCACACATTTC - 3'
TNF-a Forward (Fw) 5'- ATG GGC TCCCTC TCATCAGT - 3' 55°C | 340 pb
NM_012675.3 Reverse (Rv) 5'- CAAGGG CTC TTG ATG GCAGA - 3'
NF-kB Forward (Fw) 5'- CACCTACGATGG GACGACAC-3 55°C | 528pb
NM 001276711.1 | Reverse (Rv) 5'- GCT GCC TGG ATC ACT TCAATG - 3

6.7 Analisis de datos

Los datos numéricos que se obtuvieron fueron analizados estadisticamente
utilizando el software Graphpad Prism 7 (San Diego, CA, USA). Para probar diferencias
entre dos grupos se utilizo la prueba t-student no pareada. Para datos obtenidos de més de
dos grupos diferentes se utiliz6 un Andlisis de Varianza, ANOVA con una prueba post-hoc
de Bonferroni. Los datos fueron considerados estadisticamente significativos cuando los

valores de P fueron menores a 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencion del extractos de L. virginicum

Se colectaron 632 g de materia fresca de L. virginicum, se les quitaron las hojas
guedando Unicamente los tallos, los cuales se secaron a temperatura ambiente protegidas
del sol y se pulverizaron hasta obtener un polvo, correspondiente a 442.8 g, lo que
representd un rendimiento de 5.8% (0.058 g de extracto por cada g de biomasa seca de
tallo). Con el polvo obtenido se prepar6 el extracto etandlico de L. virginicum.

7.2 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre la pérdida de peso
inducida por la administracion intrarrectal de DNBS en ratas Wistar.

Todas las ratas a las que se les indujo colitis mediante la aplicacion intrarrectal de 200
mg/kg de DNBS mostraron una pérdida de peso significativa a partir del primer dia después
de la induccién, para el cuarto dia perdieron alrededor del 10% de su peso corporal inicial
(Figura 7 Ay B). Esta pérdida de peso corporal inducida por el DNBS fue estadisticamente
significativa comparada con las ratas control, las cuales mantuvieron su peso corporal
desde el inicio del experimento. Veinticuatro horas después de inducir colitis, las ratas
fueron tratadas via oral o I.P con 3, 30, 100 o 300 mg/kg/dia del extracto de L. virginicum
(ELv) durante 4 dias. La pérdida de peso inducida por el DNBS no se recuper6 con la
administracién oral del ELv a las diferentes dosis administradas (Figura 7A), pues el
porcentaje de pérdida de peso fue muy similar entre los grupo DNBS y con tratamiento
(DNBS 7.8 + 0.5% vs DNBS + 3 mg/Kg ELv 6.8 £ 2.2%; DNBS + 30 mg/Kg ELv 7.17 + 0.9%;
DNBS + 100 mg/Kg ELv 5.3 £ 1.3% y DNBS + 300 mg/Kg ELv 9.5 + 2.2%). En la figura 7A,
se puede observar que la administracion oral de 100 mg/Kg del ELv a ratas DNBS mejoré
un poco la pérdida de peso, pero esta recuperacioén no fue estadisticamente significativa.
Mientras que los tratados con inyecciones I.P con 30 mg/Kg mostraron una reduccion de la
pérdida de peso inducida por DNBS estadisticamente significativa (P < 0.05) a partir del
segundo dia después de la induccion de colitis (DNBS + 30 mg/Kg ELv 2.15 + 2.97% vs
DNBS 11.95 + 1.7%). Mientras que con inyecciones |.P de 100 mg/Kg de ELv mostraron
una reduccién significativa de la cantidad de pérdida de peso inducida por el DNBS a partir
del primer dia de tratamiento. Sin embargo, las ratas tratadas con 300 mg/kg de ELv no
mostraron una reduccion significativa en la pérdida de peso (Figura 7B). Ni el extracto por
si solo, ni las dosis de 3 mg/kg afectaron los pesos corporales, puesto que son muy

similares a los pesos del grupo control.
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Figura 7. Efecto del tratamiento con el extracto etandélico de L. virginicum sobre la pérdida de peso
corporal (%) de los animales con colitis inducida por DNBS. Los cambios en el peso corporal se calcularon
normalizando el peso corporal de los dias posteriores a la administracion del DNBS respecto al peso corporal
inicial de la rata tomado como dia 0. A) Administracion via oral del extracto de L. virginicum, los simbolos
representan el valor promedio y las lineas verticales los errores estandar del promedio (S.E.M) obtenidos de
control N = 5; ELv N = 5; DNBS N=5; DNBS + 3 mg/Kg ELv N= 4; DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100
mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 300 mg/kg ELv N= 5; DNBS + 5-ASA N= 4. B) Administracion via |.P. del extracto de
L. virginicum, los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales los errores estandar del
promedio (S.E.M) obtenido de control N = 24; ELv N = 24; DNBS N= 25; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=5; DNBS +
30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N=9; DNBS + 300 mg/kg ELv N=5; DNBS + 5-ASA N= 14. ## P<
0.005, ### P< 0.0005 y #### P< 0.0001 denota estadisticamente significativo cuando se compara control vs
DNBS; *P < 0.05, **P < 0.005, y ****P < 0.0001 denota estadisticamente significativo cuando se compara DNBS

vs tratamiento, por una ANOVA de dos vias con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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7.3 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre la diarrea inducida
por la administracion intrarrectal de DNBS en ratas Wistar.

Se examino si el ELv atenuaba las manifestaciones clinicas de la colitis en un modelo
experimental inducido por una dosis Unica de DNBS (200 mg/Kg) administrada
intrarrectalmente en ratas Wistar, evaluando las consistencia de las heces segun la escala
de Melgar, et al. (2005).

Las ratas tratadas con DNBS mostraron puntajes de diarrea mas altos que las ratas
control. Las ratas control mostraron un puntaje de diarrea menor a 1, mientras que las ratas
DNBS presentaron puntajes de diarrea mayores a 2 (via oral: Control 0.2 + 0.1 vs DNBS
2.2 £ 0.04 y via I.P: control 0.9 + 0.1 vs DNBS 2.2 + 0.1). El tratamiento oral con el ELv
disminuyo significativamente el puntaje de diarrea en ratas DNBS tan solo en la dosis de
100 mg/kg (DNBS + 100 mg/Kg ELv = 1.48 + 0.18) (Fig. 8A). Entretanto, la inyeccion I.P
con el ELv disminuy0 significativamente el puntaje de diarrea en las ratas DNBS en las
cuatro dosis administradas (DNBS + 3 mg/Kg ELv = 1.8 £ 0.04; DNBS + 30 mg/Kg ELv =
1.5+ 0.2; DNBS + 100 mg/Kg ELv = 1.5 £ 0.05; DNBS + 300 mg/kg ELv = 1.4 + 0.1). Cabe
destacar que el puntaje de diarrea en los grupos DNBS tratados con inyecciones I.P de 30,
100 y 300 mg/kg de ELv fue similar al grupo de referencia tratado con 5-ASA (1.5 £ 0.08),
el cual es un farmaco antiinflamatorio utilizado para tratar CU (Fig. 8B).

7.4 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre el sangrado rectal
inducido por la administracién intrarrectal de DNBS en ratas Wistar.

El puntaje de sangrado rectal se determiné segun lo descrito por Melgar, et al. (2005) y
se utilizaron tiras reactiva Hema screen para analizar la sangre fecal oculta. Los resultados
mostraron que las ratas que recibieron intrarrectalmente la dosis Unica de 200 mg/Kg de
DNBS tuvieron puntajes de sangrado fecal mas altos que las ratas control (via oral: Control
0 vs DNBS 1.8 + 0.2 y via |.P: control 0.1 £ 0.1 vs DNBS 1.6+ 0.1), estos valores fueron
estadisticamente significativos (P < 0.0001; Figura 9 A y B). El tratamiento oral con 3 o0 300
mg/Kg de extracto no mejoro el sangrado inducido por DNBS (DNBS 1.8 + 0.2 vs DNBS +
3 mg/Kg ELv 1.5+ 0.25y DNBS + 300 mg/Kg ELv 1.4 + 0.14). Sin embargo, los tratamientos
orales con 30 y 100 mg/Kg de extracto atenuaron significativamente la presencia de sangre
en las heces (DNBS + 30 mg/Kg = 1.04 = 0.08; DNBS + 100 mg/Kg = 1.2 + 0.1) (Figura 9
A). La inyeccion I.P con 3 mg/Kg de extracto no mejoré el sangrado inducido por DNBS
pues el puntaje de sangre en heces fue muy similar al grupo DNBS sin tratamiento (DNBS

+ 3 mg/Kg ELv 2.1 + 0.06 vs DNBS 1.6 £ 0.2), pero los tratamientos con inyecciones |.P de

41



30, 100 y 300 mg/Kg de ELv atenuaron significativamente la presencia de sangre en las
heces, con valores muy similares a los controles (DNBS + 30 mg/Kg = 0.6 + 0.0; DNBS +
100 mg/Kg = 0.6 + 0.2; DNBS + 300 mg/kg = 0.4 £ 0.07) (Figura 9 B). Sorpresivamente, el
antiinflamatorio 5-ASA no disminuyd el sangrado en las ratas DNBS, mostrando un puntaje
similar al del grupo DNBS sin tratamiento (Via oral: DNBS + 5-ASA=1.8+0.1; DNBS=1.8
+0.2yvial.P. DNBS +5-ASA=15+0.1; DNBS = 1.6 £ 0.2) (Fig. 9 Ay B).
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Figura 8. Efecto del tratamiento con el extracto etanélico de L. virginicum sobre la diarrea inducida por
DNBS en ratas Wistar. El puntaje de la consistencia de las heces se determiné segun lo descrito por Melgar et
al. (2005), donde 0 = heces duras; 1= heces pastosas; 2 = heces aguadas y 3 = diarrea liquidaA) Administracion
via oral del extracto de L. virginicum, los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales los
errores estandar del promedio (S.E.M) obtenidos de control N = 5; ELv N = 5; DNBS N= 5; DNBS + 3 mg/Kg
ELv N=4; DNBS + 30 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 300 mg/kg ELv N= 5; DNBS +
5-ASA N= 4. B) Administracién via I.P. del extracto de L. virginicum, las barras representan el valor promedio y
las lineas verticales S.E.M obtenidos de control N = 24; ELv N = 24; DNBS N= 25; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=5;
DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N=9; DNBS + 300 mg/kg ELv N= 5; DNBS + 5-ASA N=
14. ; # P < 0.0001 denota diferencias estadisticamente significativas cuando se compara control vs DNBS, y *P
<0.05, *P< 0.005 y **P< 0.0005 denota diferencias estadisticamente significativas cuando se compara DNBS
vs tratamiento; por una ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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Figura 9. Efecto del tratamiento con el extracto etandélico de L. virginicum sobre el sangrado rectal
inducido por DNBS en ratas Wistar. El puntaje de sangrado se determiné segun lo descrito por Melgar et al.
(2005), donde 0 = sin sangre 1= sangrado leve; 2 = sangrado moderado y 3 = sangrado a traves del ano. La
presencia de sangre oculta en heces se determiné con tiras reactivas Hema-screen. A) Administracion via oral
del extracto de L. virginicum, los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales los errores
estandar del promedio (S.E.M) obtenidos de control N = 5; ELv N = 5; DNBS N=5; DNBS + 3 mg/Kg ELv N= 4;
DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 300 mg/kg ELv N=5; DNBS + 5-ASA N=
4. B) Administracién via I.P. del extracto de L. virginicum, las barras representan el valor promedio y las lineas
verticales S.E.M obtenidos de control N = 24; ELv N = 24; DNBS N= 25; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=5; DNBS +
30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N=9; DNBS + 300 mg/kg ELv N=5; DNBS + 5-ASAN=14. # P <
0.0001 denota diferencias estadisticamente significativas cuando se compara control vs DNBS. *P< 0.005 y
***P< 0.0005 denota diferencias estadisticamente significativas cuando se compara DNBS vs tratamiento; por
una ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Bonferroni.

7.5 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre el dafio
macroscopico del colon inducido por la administracion intrarrectal de DNBS.

También se evalu6 el dafio macroscopico del colon ocasionado por la administracion
intrarrectal de 200 mg/kg de DNBS, asi como el efecto de las diferentes dosis del ELv
administrado a través de la via I.P o la via oral. La evaluacion cualitativa del dafio
macroscopico del colon reveld que los intestinos gruesos provenientes de las ratas de los

grupos control mostraron un aspecto normal, sin ningun tipo de anormalidad, edema o
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necrosis. Mientras que, los intestinos gruesos de las ratas de los grupos DNBS presentaron
engrosamiento de las pared intestinal, altamente vascularizado, edemas, areas necroticas
y adherencias difusas del colon (Figura 10A y B). El tratamiento oral con el ELv no atenud
el dafio macroscopico del colon inducido por la administracion intrarrectal de 200 mg/Kg de
DNBS en ratas Wistar, en ninguna de las dosis probadas del extracto (Figura 10A). Los
grupos de ratas tratadas por via |.P con el extracto de L. virginicum mostraron menor dafio
gue el grupo DNBS, de modo que el tejido intestinal de las ratas que pertenecian al grupo
DNBS + 100 mg/Kg de ELv se asemej6 en gran medida al grupo control, pues no se vieron
adherencias, edema y necrosis (Figura 10B).

Para evaluar cuantitativamente el dafio macroscépico generado por la administracién
de DNBS, se utilizé la escala de Morris et al. (1989). El grupo control que Unicamente recibio
el vehiculo (etanol al 50%) tuvo puntajes menores de 1, mientras que el grupo DNBS, tuvo
puntajes de dafio macroscépico mas altos (Via oral: DNBS 1.9 £ 0.5 y via |.P DNBS 2.3 +
0.2), siendo estadisticamente significativo comparado con los controles (Figura 11B). El
extracto por si solo tiene puntajes de dafio macroscopico muy similar a los controles (Figura
11Ay B). El tratamiento oral con el ELv no atenu6 el dafio macroscépico del colon inducido
por la administracion intrarrectal de 200 mg/Kg de DNBS en ratas Wistar, en ninguna de las
dosis probadas del extracto (Figura 11A). Los grupos de ratas DNBS tratadas via I.P con 3
y 30 mg/kg de extracto mostraron puntajes de dafio macroscopico muy similares al grupo
DNBS (DNBS 2.3 + 0.2 vs DNBS + 3 mg/Kg ELv 2.8 £ 0.2 y DNBS + 30 mg/Kg ELv 1.6
0.3). Sin embargo, el tratamiento I.P con 100 mg/Kg de extracto en ratas DNBS redujo
significativamente la presencia de hemorragias, necrosis y engrosamiento inducidas por el
DNBS (DNBS + 100 mg/Kg ELv 0.8 £ 0.3 vs DNBS 2.3 £ 0.2) (Figura 11B). Cabe destacar

gue esta atenuacion fue mucho mayor que la del farmaco 5-ASA.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre el dafio macroscépico
del colon inducido por la administracién intrarrectal de DNBS en ratas Wistar. Después del sacrificio de
los animales, se diseccionaron los intestinos gruesos de los grupos de ratas desde la valvula ileocecal hasta el
recto y se evalud el dafio macroscopico. Las imagenes son fotografias representativas de cada uno de los
grupos de rata. A) Via oral, B) Via |.P. La cabeza de flecha amarilla indica presencia de necrosis, la cabeza de
flecha negra sefiala la formacion de adherencias en el colon y la cabeza de flecha roja apunta la presencia de
sangrado. altamente vascularizado ('V), areas necréticas () y adherencias difusas del colon (V).
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Figura 11. Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre el puntaje de dafio
macroscopico del colon inducido por la administracion intrarrectal de DNBS en ratas Wistar. Después
del sacrificio, se diseccion6 el colon de los animales desde la valvula ileocecal hasta el recto y se evalud el dafio
macroscopico de acuerdo con la escala de Morris et al. (1989) con modificaciones leves, donde: 0 = sin
sangrado, ni ulceras y/o edemas; 1 = sangrado, edema o erosion leve; 2 = edema moderado, Ulceras o erosiones
sangrantes; 3 = severa ulceracion, erosiones, edema y necrosis tisular. A) Administracion via oral del extracto
de L. virginicum, los simbolos representan el valor promedio y las lineas verticales los errores estandar del
promedio (S.E.M) obtenidos de control N = 5; ELv N = 5; DNBS N=5; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=4; DNBS + 30
mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 300 mg/kg ELv N= 5; DNBS + 5-ASA N= 4. B)
Administracion via I.P. del extracto de L. virginicum, las barras representan el valor promedio y las lineas
verticales los S.E.M obtenidos de control N =5; ELv N = 5; DNBS N=5; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 30
mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 5-ASA N= 5. *P < 0.005; ***P < 0.0005 denotan
estadisticamente significativo por una ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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7.6 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre la relacion longitud
y peso del colon inducido por la administracion intrarrectal de DNBS

Una caracteristica de la inflamacion intestinal es el engrosamiento y el acortamiento
concomitante del intestino grueso que se puede medir en las ratas como un aumento en la
relacién peso/longitud del colon. De acuerdo con su pérdida de peso, las ratas que
recibieron el DNBS demostraron una relacion peso/longitud del colon aumentada
significativamente en comparacion con las ratas del grupo control (Figura 12 A y B). El
tratamiento oral con el ELv no disminuyo la relacién peso/longitud aumentada de las ratas
DNBS, en ninguna de las dosis probadas (Figura 12A). Aunque el valor de la relacion
peso/longitud del colon fue significativamente menor (P = 0.05) en ratas DNBS inyectadas
I.P con 100 mg/kg de ELv y fue similar al medido en ratas control (Figura 12B), lo que indica
gue la inyeccion I.P del ELv a esa dosis atenud la inflamacién intestinal en las ratas que
recibieron el DNBS.
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Figura 12. Relacion peso/longitud del colon en ratas control y ratas con colitis inducida por la
administracion intrarrectal de DNBS con o sin tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum. A)
Administracién via oral del extracto de L. virginicum, los simbolos representan el valor promedio y las lineas
verticales los errores estandar del promedio (S.E.M) obtenidos de control N =5; ELv N =5; DNBS N=5; DNBS
+ 3 mg/Kg ELv N=4; DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 300 mg/kg ELv N=
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5; DNBS + 5-ASA N= 4. B) Administracion via I.P. del extracto de L. virginicum, las barras representan el valor
promedio y las lineas verticales los S.E.M obtenidos de control N = 18; ELv N = 18; DNBS N= 18; DNBS + 3
mg/Kg ELv N=5; DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 100 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 300 mg/Kg ELv N=5y
DNBS + 5-ASA N=17. **P < 0.005; ***P < 0.0005 denotan estadisticamente significativo por una ANOVA de una
via con una prueba post-hoc de Bonferroni.

En conjunto, todos los resultados anteriores indican que el tratamiento con el ELv
administrado por via I.P tiene mejor efecto que al adminstrarse por via oral, sobre la
atenuacion de la inflamacién del colon inducida por la administracion intrarrectal de DNBS
en ratas Wistar, siendo la dosis de 100 mg/kg la méas efectiva para disminuir las
manifestaciones clinicas de la colitis, como son la pérdida de peso, la diarrea, el sangrado
rectal y el dafio macroscopico del colon. En base a estos datos, el resto de las variables

solo se analizaron en los grupos de animales que recibieron el extracto via I.P.

7.7 Curva dosis-respuesta para el extracto etandlico de Lepidium virginicum (3-300 mg/kg)
en ratas Wistar administradas con DNBS.

Para calcular la dosis efectiva media (DE50) se realizé una curva dosis-respuesta
analizando la ganancia de peso corporal absoluto al tercer dia con las diferentes dosis del
ELv en ratas Wistar con colitis. El valor DE50 fue 62.5 + 4.62 mg/Kg de ELv (Figura 13).
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Figura 13. Curva dosis-respuesta para el ELv en ratas Wistar que se les administr6 DNBS. Los simbolos
representan el valor promedio y las lineas verticales muestran los S.E.M. de datos obtenidos de 5 ratas. La linea
sigmoidea representa el mejor ajuste a una funcion logistica de tres parametros.
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7.8 Andlisis histomorfoldgico del colon, en un modelo de colitis en ratas Wistar tratadas con
extracto etandlico de L. virginicum

Después del sacrificio de los animales y la diseccion del colon de los diferentes grupos
de ratas, se tomé aproximadamente 1 cm del colon distal de cada una de las ratas para su
analisis histologico. Se corté transversalmente el tejido coldnicofijado con formalina.
Posteriormente, las secciones fueron procesadas para tincidn con hematoxilina/eosina. Las
muestras de tejido coldnico de las ratas control exhibieron una arquitectura tisular de la
mucosa normal con criptas regulares y bien definidas. Asi como el grosor de la capa
submucosa y muscular externa normal. Por el contrario, las muestras de tejido colénico de
las ratas DNBS presentaron alteraciones en el epitelio y arquitectura de la mucosa con
pérdida completa de las criptas intestinales y ulceraciones, y una marcada infiltracion de
células inmunes en la lamina propia y submucosa (Figura 14). En comparacién con el grupo
de DNBS, el tratamiento I.P con el ELv (3, 30 y 100 mg/kg) atentio de manera dependiente
de la dosis las lesiones colonicas inducidas por DNBS, dando como resultado una reduccion
significativa de las alteraciones de la mucosa y del infiltrado celular. Las ratas tratadas con
100 mg/ Kg de extracto mostraron una recuperacion histomorfolégica mas pronunciada que
los tratamientos con 3 y 30 mg/kg de extracto (Figura 14).

ELv

Control

DNBS DNBS

+ ELv (30 mg/kg) + ELv (100 mg/kg)




Figura 14. Efecto del tratamiento con el extracto etanodlico de L. virginicum sobre el dafio histolégico del
colon inducido por el DNBS en ratas Wistar. Imagenes representativas de los cortes histoldgicos
transversales del colon distal de cada una de las ratas de los grupos Control, Extracto, DNBS, DNBS+ELv (3
mg/kg), DNBS+ELv (30 mg/kg) y DNBS+ELv (100 mg/kg) tefiidos con hematoxilina y eosina a un aumento de
baja potencia (2.5X). En el DNBS, la cabeza de flecha blanca y negra indican la presencia de Ulceras y el
infiltrado de célula inmunes, respectivamente. ClI; Cripta intestinal; M, mucosa; SM, submucosa; ME, muscular
externa.

7.9 Efecto del tratamiento con el extracto etandlico de L. virginicum sobre la actividad de la

enzima MPO en tejido intestinal de ratas Wistar

La severidad de la colitis puede ser correlacionada con un aumento en la actividad de la
enzima MPO, que es un indicador de la infiltracién de neutréfilos que refleja la respuesta
inmune local (Kim, et al. 2012). La actividad de MPO fue aproximadamente 4 veces mas
alta en las ratas tratadas con DNBS que las ratas control (Figura 15). El tratamiento |.P con
3y 30 mg/kg de ELv no redujo la actividad de MPO inducida por el DNBS. Mientras que, el
tratamiento con la dosis de 100 mg/kg y 300 mg/kg de ELv redujo la actividad de MPO
inducida por el DNBS en un 77.9% comparada con el grupo DNBS, aunque
estadisticamente no fue significativo. Cabe destacar que el tratamiento intrarrectal con 100

mg/kg de 5-ASA no fue efectivo en disminuir la actividad enzimatica de MPO (figura 15)
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Figura 15. Efecto del tratamiento I.P con extracto etandlico de L. virginicum sobre la actividad
enzimatica de MPO en tejido colénico de ratas Wistar. Se evalud la actividad de la enzima MPO en un grupo
de animales que recibieron un tratamiento con 3 mg/kg (A), 30 mg/kg (B), 100 mg/kg (C) y 300 mg/kg (D) de
ELv (CTRL n=22; DNBS n=23; ELV n=25; DNBS + 3 mg/Kg ELv N=5; DNBS + 30 mg/Kg ELv N=5; DNBS +
100 mg/Kg ELv N= 5; DNBS + 300 mg/Kg ELv N= 5 DNBS + 5-ASA N=15). El * denota estadisticamente
significativo por ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Bonferroni (P < 0.05).
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7.10 Efecto del extracto etandlico de L. virginicum sobre la expresion de genes

proinflamatorios en ratas Wistar administradas con DNBS

Para evaluar el grado de inflamacién que ocasiona el DNBS vy si el tratamiento con el
extracto pueden atenuar la respuesta inflamatoria, se analiz6 la expresion génica de CXCL-
1 (quimioatractante de neutrofilos), el cual es un gen homologo de la IL-8 de humanos
(Modi & Yoshimura, 1999; Valdivia-Silva, et al. 2007; Sawant, et al. 2016), IL-1p3, IL-6, TNF-
a (citocinas pro-inflamtorias) y NF-kB (factor de transcripcion que regula la expresion de los
genes que codifican para mediadores inflamatorios) (Abbas, et al. 2018;Tatiya-aphiradee,
2018), sobre el modelo de induccion de colitis por DNBS en ratas Wistar tratadas con una

dosis de 100 mg/kg del extracto.

Los niveles de TNF-a no se vieron incrementados en las ratas DNBS en comparacién con
el grupo control (Figura 16A). No obstante, el grupo DNBS presentd un aumento
estadisticamente significativo en la expresion génica de IL-1B de aproximadamente 1.5
veces respecto al grupo control. La expresién de IL-1B en el tejido colénico de ratas
inyectadas I.P con 100 mg/kg de ELv se redujo significativamente en comparacién con los
de las ratas DNBS (Figura 16B). También se observé un aumento en la expresién de IL-6,
CXCL-1, y NF-kB en los tejidos colonicos de ratas DNBS en comparacion con el grupo
control, pero este aumento no fue estadisticamente significativo y el tratamiento con el ELv
(100 mg/kg) también tendié a disminuir los niveles de estos mediadores proinflamatorios en
comparacion con el grupo control, pero esta disminucion no fue estadisticamente

significativa (Figura 16 C, Dy E).
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Figura 16. Efecto del tratamiento I.P. con el extracto etandlico de L. virginicum (100 mg/kg) sobre la
expresion de genes inflamatorios en tejido colénico inflamado inducido por la administracion
intrarrectal de DNBS en ratas Wistar. Las barras representan el valor promedio y las lineas verticales los
S.E.M obtenidos de control N = 3; ELv N = 3; DNBS N= 3; DNBS + 100 mg/Kg ELv N= 3. *P < 0.05 denota
estadisticamente significativo por una ANOVA de una via con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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8. DISCUSION

En general, las terapias actualmente disponibles para la CU se limitan a la reduccion
de los sintomas. El uso de los inmunomoduladores inespecificos no es suficiente debido a
la falta de eficacia o a los efectos secundarios intolerables; asi que, el tratamiento de la CU
sigue siendo un &rea con importantes necesidades médicas. Este estudio demuestra por
primera vez que el extracto etandlico de la planta L. virginicum reduce las manifestaciones
clinicas de la colitis en un modelo inducido por DNBS, atenuando la condicién inflamatoria.
Este modelo de colitis experimental inducido por DNBS es (til para el cribado de farmacos
con actividad antiinflamatoria y tiene varias similitudes con las caracteristicas patologicas y
clinicas de la CU humana, como son pérdida de peso, diarrea, infiltracién de neutréfilos en
el colon, distorsién de las criptas, lesion epitelial (Nidhi, et al. 2014). Ademas, las ratas
tratadas con DNBS mostraron un acortamiento prominente del colon y un aumento del peso
de éste, aumentando asi la relacién peso/longitud, el cual es un indicador de la gravedad
de la inflamacion (Yan, et al. 2009),

Los resultados del presente estudio indican que la via de administracion desempefia
una influencia significativa sobre la eficacia terapéutica y la actividad del extracto de L.
virginicum. De este modo, tenemos que la administracién oral del extracto durante 4 dias
no fue tan efectiva para disminuir la condicién inflamatoria de la colitis, mientras que la
administracion 1.P, disminuy¢ eficientemente la inflamacién inducida por el DNBS en ratas
Wistar. La explicacion de este hallazgo puede ser por una mala absorcion de los
componentes vegetales activos en el tracto digestivo o por la presencia de enzimas
metabolizantes en la mucosa intestinal que pudieran estar degradando los componentes
activos del extracto vegetal (Fan & Lannoy, 2014).

Los resultados de este estudio demuestran que la administracién I.P de 30 y 100
mg/kg del extracto de L. virginicum atenuan significativamente la pérdida de peso corporal,
mejora la consistencia de las heces, revierte el aumento de peso del colon y la reduccion
de la longitud del colon inducida por la inflamacién y reduce el dafio macroscépicamente
visible. Estos efectos son dependientes de la dosis del extracto, siendo la dosis mas efectiva
la de 100 mg/kg. Ademas, las alteraciones en la arquitectura de la mucosa, el dafio de las
criptas y la infiltracibn de células inflamatorias inducidas por el DNBS se reducen
notablemente por el tratamiento con el extracto de L. virginicum, sugiriendo que éste podria
ser una alternativa para el tratamiento de la CU en humanos. Los efectos atenuantes de la

inflamacién por el extracto pueden deberse probablemente a los compuestos bioactivos
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presentes en L. virginicum, entre los cuales se han caracterizado fenoles, flavonoides,
terpenos y cumarinas (Martinez-Castro, 2016). Se ha comprobado que dichos compuestos
exhiben propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Decker, 1997; Kuklinski, 2003).
Resultados similares a los obtenidos en este trabajo, han sido observados con
extractos de otras plantas. Por ejemplo, Stan y colaboradores (2019) estudiaron el efecto
del extracto de Thuja occidentalis sobre un modelo de colits inducido por TNBS; en sus
resultados encontraron que concentraciones de 25 y 50 mg/kg atenuaron algunos de los
sintomas caracteristicos de la colitis por TNBS. Se destaca que en el analisis histologico
del colon, encontraron que el dafio tisular producido por el TNBS fue reducido en el
tratmiento con las dosis de 25 y 50 mg/kg de su extracto; asi mismo, relacionan este efecto
en la atenuacion del dafio tisular al efecto antioxidantes que detectaron en T. occidentalis.
Por otro lado, Mostafa y colaboradores (2020) encontraron en un modelo de induccion de
colitis por la administracion intrarrectal de acido acetico (AA) al 4%, que el tratamiento con
extracto acuoso de stevia mejoro la colitis no solo histopatol6gicamente, sino que también
disminuyé el nivel de TNF-a, IL-1B, MPO y la expresion de NF-kB que se vieron aumentadas
significativamente en el grupo AA. Asimismo, los extractos y aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) fueron efectivos para reducir las lesiones de tejido
del colon, asi como los pardmetros histopatol6gicos de la colitis experimental inducida con
TNBS (Minaiyan, et al. 2011). De forma muy similar, la cascara del citrico yuzu (Citrus junos
Siebold ex Tanaka, Rutaceae) atenuo la patologia de la colitis inducida por DSS al suprimir
de manera coordinada la inflamacién y el estrés oxidativo (Abe, et al. 2018). Tanto el romero
(R. officinalis) como la T. occidentalis son de dificil acceso debido a que el romero tiene
dificultad en su propagacion sexual, ya que no florece con facilidad y cuando lo hace sus
semillas presentan poca viabilidad (Alvarez-Herrera, et al. 2007). El yuzu es un fruto citrico
originario del noreste de Asia, incluyendo Japén, Chinay Corea (Yu, et al. 2011), por lo que
su importacion seria costosa. En cambio, L. virginicum esta ampliamente distribuida en
México y crece practicamente en todos los terrenos y climas (Villasefior y Espinosa, 1998),
por lo que su disponibilidad es alta y sus costos de obtencién o produccién serian minimos.
En el presente estudio, la pérdida de peso, el sangrado, el dafio macroscopico visible
y la actividad de MPO no mejoraron tras la administracion intrarrectal del farmaco de
referencia, 5-ASA, que es un medicamento antiinflamatorio utilizado cominmente para el
tratamiento de la CU en humanos (Van de Meeberg, et al. 2020). Algunos estudios han

encontrado que el tratamiento intrarrectal con 5-ASA en un modelo de colitis inducido por
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TNBS disminuye significativamente las manifestaciones clinicas y la actividad de MPO
después del cuarto dia de iniciar el tratamiento (Pereira et al. 2017; Li et al. 2014). Tomando
en cuenta que nosotros sacrificamos a los animales al cuarto dia después de la induccién
de la colitis y comparando con respecto a los resultados obtenidos en los estudios de Li, et
al. (2014) y Pereira, et al. (2017), la ausencia de un efecto atenuante por parte del 5-ASA
sobre la inflamacién en nuestro estudio, se pudo deber a que éste farmaco de referencia
utilizado requiere un periodo de tiempo mas prologado de administracién para lograr
observar los efectos antiinflamatorios sobre las manifestaciones clinicas de la colitis. Lo
cual nos sugiere que el extracto de L. virginicum tiene un efecto antiinflamatorio inmediato
en comparacion con el 5-ASA.

Los neutréfilos tienen un papel crucial en la gravedad, la perpetuacion y las
complicaciones de la Ell (Wera et al. 2016); son las primeras células que llegan a los sitios
inflamatorios cuando los patégenos han atravesado la barrera epitelial. El influjo de
neutrofilos provoca la degradacién de la matriz extracelular y la alteracion del tejido, lo que
da lugar a la formacién de Ulceras. El tratamiento con el extracto de L. virginicum disminuy6
la infiltracion polimorfonuclear inducida por DNBS en ratas, como lo demuestra la reduccion
significativa en los niveles de MPO, un indicador ampliamente utilizado de la infiltracién de
neutrdéfilos en el tejido gastrointestinal inflamado (Pulli, et al. 2013). Ademas, observamos
en el colon de ratas tratadas con el extracto de L. virginicum una menor aparicion de edema
y lesién tisular. El extracto a la dosis de 100 mg/kg redujo el dafio tisular causado por DNBS
en mayor medida que a la dosis de 30 mg/kg, lo que indica que el efecto antiinflamatorio
del extracto depende de la dosis.

Una caracteristica importante de la Ell y de la colitis experimental es el alto nivel de
mediadores proinflamatorios, como las citocinas (TNF-a, IL-1B e IL 6), que a su vez
conducen a una inflamacién crénica con ulceracion y lesiones de la mucosa coldnica e
infiltracién de leucocitos (Tatiya-aphiradee, 2018). El TNF-a parece contribuir a la ruptura
de la barrera epitelial induciendo la apoptosis de las células epiteliales (Schmitz et al. 1999),
y algunos estudios han encontrado elevados niveles de esta citocina en biopsias de
pacientes con Ell y en colitis experimental (Ibeakanma & Vanner, 2010). La IL-8 participa
en el reclutamiento y activaciéon de neutrdfilos, lo que agrava el estado inflamatorio en la Ell
(Hyam et al. 2013), y se ha encontrado en concentraciones altas en suero y en biopsias de
tejido intestinal de pacientes con CU (Reimund, et al. 1996; Tatiya-aphiradee, 2018). Las

IL-1B e IL-6 son importantes para la defensa gastrointestinal del huésped, pero su
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sobreproduccion puede provocar una inflamacion intestinal excesiva y trastornos de la
motilidad intestinal (Bossone et al. 2001). La IL-1B parece ser un estimulador primario del
dafio tisular y la diarrea, siendo esta Ultima un sintoma importante de inflamacion intestinal.
En este estudio se observo una disminucién significativa de la expresiéon del gen IL-13 del
tejido coldnico en los animales tratados con 100 mg/kg de extracto de L. virginicum en
comparacion con los animales que recibieron solo DNBS, los cuales tenian los niveles de
IL-1B8 mas elevados que los controles. También se vio una tendencia a una menor expresion
de TNF-q, IL-6 y NF-kB del tejido col6nico en animales tratados con 100 mg/kg de extracto
de L. virginicum en comparacion con los animales que recibieron solo DNBS, lo que sugiere
la capacidad del extracto para disminuir los niveles de ARNm de citocinas proinflamatorias,
probablemente reduciendo también la expresion de las proteinas, aunque, se requieren los
estudios para corroborarlo.

Las ratas control tratados con 100 mg/kg de extracto de L. virginicum, no mostraron
alteraciones en la relacién peso/longitud e histologia del colon, ni alteraciones en la
actividad de MPO o citocinas en los tejidos colénicos. Esto confirma que el tratamiento
agudo con el extracto no alter6 la homeostasis del tejido normal, sino que suprimié la
inflamacién en el colon cuando se presento.

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan evidencia significativa del
efecto terapéutico del extracto de L. virginicum para el tratamiento de la CU humana. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para poder establecer su efectividad a largo plazo,
identificar el o los componentes activos del extracto herbal, los cuales son realmente los
responsables de sus acciones farmacoldgicas beneficiosas. Asi como, estudios
farmacoldgicos, toxicolégicos y clinicos bien disefiados antes de que puedan ser

ampliamente usados en los pacientes con CU.
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9. CONCLUSION

Este estudio demostré que la administracion I.P. del extracto etandlico de L.
virginicum para el tratamiento de la colitis inducida por DNBS en ratas fue mejor que el
tratamiento oral con el extracto.

La dosis I.P més efectiva del extracto de L. virginicum para atenuar los sintomas y
signos de inflamacion de la colitis inducida por DNBS fue 100 mg/kg de extracto.

La curva dosis-respuesta del extracto de L. virginicum arrojé un DE50 62.5 mg/kg.

El tratamiento |.P con el extracto de L. virginicum tuvo un efecto atenuante sobre los
sintomas de la colitis inducida por DNBS, incluyendo la pérdida de peso corporal,
acortamiento del colon, diarrea, sangrado y dafio macroscdpico visible del colon.

Se demostré que el extracto de L. virginicum disminuy6 el infiltrado de células
inmunes en la lamina propia y submucosa, la actividad de MPO y la expresion de citocinas
proinflamatorias, como la IL-18, demostrando que el extracto de L. virginicum tiene
propiedades antiinflamatorias.

Por lo tanto, puede ser razonable suponer que el extracto de L. virginicum atenué
los sintomas de la colitis inducida por DNBS debido a que posee compuestos bioactivos
con propiedades antiinflamatorias.

Nuestros resultados sugieren una actividad terapéutica potencial para el extracto de
L. virginicum como planta medicinal antiinflamatoria para la CU. Esto refuerza el uso de
esta planta como remedio para las condiciones inflamatorias intestinales y la terapia de
prevencion de la recurrencia, en la medicina tradicional. Se recomiendan mas estudios para
establecer los mecanismos involucrados y los componentes activos que son realmente

responsables de sus acciones farmacoldgicas beneficiosas.
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