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14

(o)
—



Ig: Inmunoglobulina

IGF: Factor de crecimiento insulinico
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MLN: Ganglios linfaticos mesentéricos

MUC: Mucinas

MyD88: Gen de respuesta primaria de diferenciacién mieloide (88)
Me: Macrofago

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NLR: Receptores tipo NOD

NLRP: Receptores para dominios de oligomerizacion para la uniéon a nucle6tidos
NO: Oxido nitrico

Nrf2: Factor de transcripcion nuclear eritroide

OME: Omeprazol

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PAF: Factor activador de las plaquetas

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos

PGs: Prostaglandinas
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Phe: Fenilalanina

PLA:: Fosfolipasa A

PMN: Neutrdéfilos polimorfonucleares

PP: Placas de Peyer

PPI: Inhibidores de la bomba de protones
PPRs: Receptores de reconocimiento de patrones
PYY: Péptido YY

RNS: Especies reactivas de nitrdgeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SED: Cupula subepitelial

sPLA2: Fosfolipasas secretadasoras

TCR: Receptor de células T

TFF: Familia del factor de trébol

TGF B: Factor de crecimiento transformante-beta
Th: Linfocitos T colaboradores

TJ: Uniones estrechas

TLR: Receptores tipo Toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

Treg: Células T reguladoras

Trp: Triptéfano

TX: Tromboxanos

Tyr: Tirosina

UAA: Universidad Autbnoma de Aguascalientes

VCAM: Molécula de adhesion vascular
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5. RESUMEN

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen un grupo de farmacos
con actividad antipirética, antiinflamatoria y analgésica, cuyo uso prolongado se asocia
frecuentemente con efectos adversos gastrointestinales. El glicomacropéptido es uno de
los principales péptidos bioactivos derivados de la leche, que por sus propiedades
prebidticas, antioxidantes, antiinflamatorias e inmunorreguladoras presenta un perfil
idoneo para tratar los efectos adversos inducidos por los AINEs. Por otro lado, el
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) es un probiético de los mas estudiados para tratar y/o
prevenir enfermedades gastrointestinales. El objetivo de este proyecto fue evaluar si el
pretratamiento con GMP, solo o combinado con LGG, tiene un efecto protector ante la

gastroenteropatia inducida por el uso de los AINEs.

En este trabajo se utilizé la indometacina como AINE e inicialmente se estandariz6
la dosis inductora de dafio gastrointestinal en rata Wistar. Los resultados mostraron que
con una dosis de 6 mg/kg los animales presentaron eritema y ulceras en la mucosa
intestinal; disminuyeron la ingesta de alimento, la ganancia de peso, y los valores
sanguineos de hemoglobina, hematocrito, proteinas totales y albumina, asi como también
incrementaron la lipoperoxidacion gastrointestinal. Posteriormente se administré via
esofagica el pretratamiento con GMP (500 mg/kg/dia), solo o combinado con el LGG
(1x10° células) durante 14 dias, adicionando los Ultimos 7 indometacina. Ambos
pretratamientos disminuyeron el area de tejido ulcerado, aumentaron el peso y consumo
de alimento de los animales, recuperaron los valores de hemoglobina, hematocrito,
proteinas totales y albdmina, y disminuyeron la lipoperoxidacién, la actividad
mieloperoxidasa y la expresion de genes inflamatorios en tejido intestinal. La co-
administracién del LGG no mostré de forma general mejorar significativamente el efecto
del GMP. En este trabajo se concluye que el tratamiento con GMP, s6lo o combinado con
LGG, tiene propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que ayudan a prevenir el dafio

entérico causado por el uso de AINEs.

(o)
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6. ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are a group of drugs with
antipyretic, anti-inflammatory and analgesic activity, whose prolonged use is frequently
associated with gastrointestinal adverse effects. Glycomacropeptide is one of the main
bioactive peptides derived from milk, that for its prebiotic, antioxidant, anti-inflammatory
and immunoregulatory properties presents an ideal profile to treat the adverse effects
induced by NSAIDs. Moreover, Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) is one of the most
studied probiotics to treat and/or prevent gastrointestinal diseases. The objective of this
project was to evaluate if the pretreatment with GMP, alone or combined with LGG, has a

protective effect against gastroenteropathy induced by NSAIDs.

In this work indomethacin was used as NSAID and initially the dose inducing
gastrointestinal damage in Wistar rat was standardized. The results showed that with a
dose of 6 mg/Kg the animals presented erythema and ulcers in the intestinal mucosa;
decreased food intake, weight gain, and blood values of hemoglobin, hematocrit, total
protein and albumin, furthermore they increased gastrointestinal lipoperoxidation.
Subsequently, pre-treatment with GMP (500 mg/Kg/day), alone or combined with LGG
(1x10° cells) was administered via esophageal for 14 days, adding the last 7 indomethacin.
Both pretreatments decreased the area of ulcerated tissue, increased the weight and food
intake of the animals, return to a normal value of hemoglobin, hematocrit, total proteins
and albumin, and decreased lipoperoxidation, myeloperoxidase activity and the expression
of inflammatory genes in intestinal tissue. The co-administration of LGG did not show to
significantly improve the effect of GMP. In this work it’s concluded that the treatment with
GMP, alone or combined with LGG, has anti-inflammatory and antioxidant properties that

prevent enteric damage caused by the use of NSAIDs.
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7. ANTECEDENTES

7. 1 INFLAMACION

Etimolégicamente el término inflamacién se deriva de la palabra latina inflammare,
que significa “encender fuego” (Scott et al., 2004). Cornelius Celsus, hace
aproximadamente 2000 afios durante el siglo | A.C, fue el primero en describir los
primeros cuatro signos cardinales del proceso inflamatorio, que macroscopicamente se
reconocen por calor, rubor (enrojecimiento), tumor (hinchazén) y dolor (Cone, 2001;
Alessandri et al., 2013.). Posteriormente en 1871, Rudolph Virchow introdujo como quinto
signo cardinal la pérdida de funcién, y lo declar6 como inherentemente patolégico
(Chandrashekara, 2014).

La inflamacién es un proceso fisiolégico y adaptativo del huésped, que se produce
en respuesta a patdgenos invasores o después de una lesion del tejido, por lo tanto,
consiste en una de las primeras barreras en contra de estimulos que pueden ser tanto
externos como internos (Alessandri et al., 2013; Baizabal-Aguirre et al., 2014). En un nivel
béasico, implica el suministro coordinado de componentes sanguineos (proteinas
plasmaticas y leucocitos) al sitio de infeccion o lesion (Medzhitov, 2008). Esta migracion
se ve facilitada por cambios en la vasculatura local que favorecen vasodilatacion y un

incremento en la permeabilidad vascular y en el flujo sanguineo (Ashley et al., 2012).

La respuesta inflamatoria tiene como funcién principal neutralizar o eliminar
rapidamente los estimulos perjudiciales y retirar el tejido dafiado, con el objetivo de
restaurar la homeostasis (Soehnlein & Lindbon 2010). Puede clasificarse en funcién de
diversas cualidades como duracioén, distribucién, naturaleza e incluso en funcion de su
ubicacién anatémica. Tomando como referencia su tiempo de duracion, puede dividirse en

aguda o cronica (Chandrashekara, 2014).

7.1. 1 INFLAMACION AGUDA

La inflamaciéon aguda es un proceso de corta duracion, por el cual la infeccién o

lesién tisular son tratadas de forma organizada para eliminar la fuente subyacente de
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alteracion (Headland & Norling, 2015). Invariablemente, el reconocimiento inicial de dafio
se caracteriza por el reclutamiento de leucocitos de la circulacién, clasicamente definido
por el trafico inicial de neutréfilos polimorfonucleares (PMN), seguido de monocitos, que
se diferencian localmente en macréfagos (Gilroy & Lawrence, 2008). Los mastocitos
tisulares y macréfagos residentes activan un sistema proinflamatorio en donde participan
citocinas, quimiocinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de cascadas
proteoliticas. Estos mediadores aumentan la permeabilidad vascular que favorece la
afluencia de anticuerpos y otros componentes solubles para la opsonizacion de bacterias
y la dilucién de factores perjudiciales (Medzhitov, 2008; Headland & Norling, 2015).

La respuesta inflamatoria aguda, cuando es exitosa, da como resultado la
eliminacion de los agentes infecciosos o de dafo. Sin embargo, para que esto ocurra
antes debe llevarse a cabo una resolucion de la inflamacién, la cual consiste en un
proceso activo y altamente regulado que da fin a la respuesta inflamatoria e inicia con la
transicion al estado de homeostasis (Medzhitov, 2010). Existen diversos mecanismos
reguladores para la resolucién de la inflamacion, uno de ellos consiste en el cambio de
prostaglandinas (PGs) proinflamatorias a lipoxinas (LXs) antiinflamatorias. Este
mecanismo genera una transicion en el reclutamiento de neutréfilos a monocitos que da
como resultado la eliminacion de las células muertas y otros desechos, de tal forma que

se inicia con la reparacion del tejido en el sitio afectado (Serhan & Savill, 2005).

7. 1. 2 INFLAMACION CRONICA

En aquellas situaciones en donde el desencadenante inflamatorio persiste y no es
eliminado por la respuesta inflamatoria aguda, no se induce la fase de resolucion y se
produce un estado inflamatorio crénico (Medzhitov, 2010). Ademéas de los patégenos
persistentes, la inflamacion crénica puede ser el resultado de otras causas de dafio
tisular, como las respuestas autoinmunes o de cuerpos extrafios no degradables
(Medzhitov, 2008).

La inflamaciéon crénica se caracteriza por la presencia de granulomas, que

consisten en lesiones con abundantes células inmunitarias, en particular macréfagos y

células T (Hansson et al., 2002). Las caracteristicas de este estado inflamatorio pueden
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diferir dependiendo de la clase efectora de células T que estan presentes (Medzhitov,
2008). Existen diversos estudios en donde se sugiere que el impacto de los procesos no
resueltos puede estar implicado en la patogénesis y progresién de muchas enfermedades
inflamatorias como asma, aterosclerosis, artritis reumatoide, esclerosis mdultiple, rinitis y
lesion por isquemia (Nathan & Ding, 2010; Alessandri et al., 2013; Headland & Norling,
2015).

7. 1. 3 MEDIADORES PROINFLAMATORIOS

La alteracion en los tejidos del huésped ya sea por microorganismos, lesion de
tejido o trauma quirtrgico conduce a la liberacién de mediadores quimicos exégenos (en
el caso de presencia de microorganismos) y enddgenos que pueden ser secretados por
células o derivarse de proteinas plasmaticas, para posteriormente producir un efecto
sobre la vasculatura y el reclutamiento de leucocitos. Los mediadores quimicos exégenos
incluyen péptidos microbianos que actian como quimioatrayentes para reclutar
neutrofilos, mientras los mediadores quimicos enddgenos son liberados intencionalmente
por las células que se infiltran en el sitio de lesién e incluyen a los eicosanoides y
componentes del complemento (Serhan et al., 2008). De acuerdo con sus propiedades
guimicas, los mediadores inflamatorios pueden clasificarse en siete grupos: aminas
vasoactivas, péptidos vasoactivos, anafilatoxinas (componentes del complemento),

mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas y enzimas proteoliticas (Medzhitov, 2008).

En el grupo de las aminas vasoactivas, destacan particularmente la histamina y la
serotonina (Medzhitov, 2008). La histamina (2-[4-imidazol]-etilamina) tiene un efecto
predominantemente vasodilatador, sin embargo, también puede llevar a cabo la
contraccion del musculo liso de los bronquios, estimular la permeabilidad vascular, la
secrecion del moco respiratorio y del acido gastrico (Pearce., 1991; White, 1999; Mahdy &
Webster, 2011). Entre otras células, la histamina se sintetiza en el citosol de mastocitos y
baséfilos mediante la descarboxilacion del aminoacido L-histidina, para posteriormente
almacenarse en sus granulos, de tal forma que puede liberarse cuando estas células se
desgranulan en respuesta a diversos estimulos inmunolégicos (IgE y citocinas) y no
inmunoldgicos (compuesto 48/80, ionoforo de calcio, soluciones hipoosmdticas, etc.)

(Barnes, 2001; Castells, 2006). La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una molécula
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gue actia como neurotransmisor, hormona y mitégeno (Mohammad-Zadeh et al., 2008).
Su presencia ha sido identificada en el sistema nervioso central (SNC), el tracto
gastrointestinal (Gl), en los pulmones, en los rifiones y en las plaquetas sanguineas
(Lesurtel et al.,, 2008; Mohammad-Zadeh et al., 2008). En la biologia vascular causa
vasoconstriccion o vasodilatacion dependiendo de los receptores de 5-HT que son
expresados, las sefiales intracelulares a través de estos receptores y su localizacion; de
modo que, tiene una participacion fisiolégica en funciones que van desde la resistencia
vascular y la presion arterial hasta el control de la hemostasia y la funcién plaquetaria
(Kaumann & Levy, 2006; Berger et al., 2009). Para su formaciéon el tript6fano, un
aminoacido esencial, se hidroliza a 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) mediante la tript6fano
hidroxilasa para posteriormente descarboxilarse y formar 5-HT (Barnes, 2001,
Mohammad-Zadeh et al., 2008).

Los péptidos vasoactivos pueden ser almacenados en forma activa en vesiculas
secretoras (por ejemplo, sustancia P que es liberada por las neuronas sensoriales y
puede provocar la desgranulacion de los mastocitos) o generarse por el procesamiento
proteolitico de precursores inactivos en el fluido extracelular (por ejemplo, quininas,
fibrinopéptido A, fibrinopéptido B y productos de degradaciéon de fibrina). Sin embargo,
existen otros péptidos vasoactivos que se generan a través de la protedlisis por el factor
de Hageman, trombina o plasmina causando vasodilatacibn y aumento de la
permeabilidad vascular (directamente o induciendo la liberacion de histamina de los
mastocitos) (Medzhitov, 2008).

Las anafilatoxinas (C3a y Cb5a) son potentes mediadores inflamatorios, cuya
actividad esta regulada por carboxipeptidasas (Markiewski & Lambris, 2007). Participan
en el reclutamiento de varios leucocitos en los sitios de inflamacion durante la infeccion y
la lesién tisular, de tal modo que, su efecto se debe principalmente a la activacion de
receptores en los mastocitos y basofilos, lo cual ocasiona su desgranulacion y la
liberacion de mediadores vasoactivos o inflamatorios (histamina, citocinas, proteasas,

quimiocinas, etc.) (Yang, 2013).

Los eicosanoides consisten en una familia de mediadores lipidicos que son

fundamentales en la induccién y resolucion del proceso inflamatorio. Con el inicio de la
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respuesta inflamatoria, el incremento de iones Ca?* favorece la activacion de la fosfolipasa
Az (PLA>) que libera el &cido araquiddnico (AA) de los fosfolipidos de la membrana (Bojalil
et al., 2016). Posteriormente en el citosol, el AA puede metabolizarse a través de tres
principales vias, de tal forma que las PGs y tromboxanos (Tx) se forman por accion de la
enzima ciclooxigenasa (COX), los leucotrienos (LT) por lipoxigenasas (LOX) y los acidos
epoxieicosatrienoicos (EET) por la enzima citocromo P (CYP)-450 (Rocha et al., 2003;
Dennis & Norris, 2015; Bennet & Gilroy, 2016). Por otro lado, el factor activador de las
plaquetas (PAF, del inglés Platelet-Activating Factor) se sintetiza en los mastocitos y
basdfilos mediante la acilacion del lisogliceril éter de fosforilcolina y activa varios procesos
como broncoconstriccion, la retraccion de las células endoteliales y aumento de la

permeabilidad vascular, entre otras (Abbas, 2012).

La interleucina (IL)-1, IL-6, y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a son citocinas
proinflamatorias, secretadas de forma predominante por mastocitos y macrofagos
activados (Zhang & An, 2007; Turner et al., 2014). Las citocinas consisten en polipéptidos
de sefalizacion intercelular que poseen mudltiples fuentes, objetivos y funciones, por lo
tanto, se dice que poseen efectos pleiotropicos (Gabay & Kushner, 1999; Sherwood &
Toliver-Kinsky, 2004). Sin embargo, durante la respuesta inflamatoria algunas de las
acciones gue desempefian son: inducir la expresion de moléculas de adhesién durante la
migracién leucocitaria y las células endoteliales; amplificar la liberacién de intermediarios
reactivos de oxigeno, o6xido nitrico (NO), aminas vasoactivas y neuropéptidos e
incrementar la permeabilidad vascular (Holdsworth & Gan, 2015; Mclnnes, 2017). Por otro
lado, las quimiocinas inflamatorias consisten en un grupo de proteinas que tienen como
funcién principal reclutar leucocitos en los sitios de infeccién o lesién, de tal forma que
controlan la extravasacion de leucocitos y su quimiotaxis. Son inducidas por macréfagos y
mastocitos, asi como también por una amplia variedad de células de tejidos, tales como
células epiteliales, endoteliales y estromales (Luster & Maclean, 2001; Turner et al., 2014;
Yoshie & Matsushima, 2018).

Finalmente, el grupo de las enzimas proteoliticas (también denominadas
proteinasas), incluye a todas aquellas enzimas que tienen funcion catalitica e hidrolizan
los enlaces peptidicos de las proteinas (Sanman & Bogyo, 2014). Seglin su mecanismo

de catalisis y la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en el sitio activo, las
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proteasas se pueden agrupar como: asparticas, glutamicas, metaloproteinasas de la
matriz extracelular, proteasas de asparagina, serin proteasas y proteasas de treonina
(Métyan et al., 2013; Agbowuro et al., 2017). Las proteinasas regulan el destino, la
localizacién y la actividad de diversas proteinas, modulan las interacciones proteina-
proteina, crean nuevas moléculas bioactivas, contribuyen al procesamiento de la
informacién celular y generan, transducen y amplifican sefiales moleculares. Por lo tanto,
juegan un papel importante en muchos procesos fisiolégicos y patdlogicos, entre ellos la
remodelacion tisular, la reparacion de heridas, la hemostasia, coagulacion sanguinea, y la
inflamacién (L6épez-Otin & Bond, 2008; Rani et al., 2012).

7. 1. 4 MECANISMOS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

La respuesta inflamatoria consiste en una cascada regulada de procesos
inmunologicos vy fisiolégicos, dirigidos por moléculas de sefalizacion inmune llamadas
citocinas (Ashley et al., 2012). Dependiendo de la naturaleza del estimulo inflamatorio,
varian las células y los receptores que desencadenan el proceso inflamatorio durante la
infeccién o lesion (Karin et al., 2006). Con frecuencia se sefiala que el principal factor que
promueve la respuesta inflamatoria son los invasores microbianos. Sin embargo, las
lesiones o traumatismos, la exposicidn a particulas extrafas, irritantes, o contaminantes,
la isquemia y las quemaduras, son también potentes activadores de la inflamacion
(Medzhitov, 2008).

El primer paso de la cascada inflamatoria implica el reconocimiento de la infeccion
o dafo. Esto regularmente se logra mediante la deteccién de patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), que
son moléculas expresadas especificamente por los microorganismos, 0 patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs, del inglés Damage-Associated Molecular
Patterns), que son moléculas endégenas que sefialan dafio o necrosis y también son
reconocidas por el sistema inmune innato (Ashley et al., 2012). Muchas de las sefiales de
peligro extra e intracelular son reconocidas por receptores codificados de la linea
germinal, también denominados receptores de reconocimiento de patrones (PPRs, del
inglés Pattern Recognition Receptor). Actualmente, se han identificado cuatro clases

principales de familias de PRRs, entre los cuales se incluyen los receptores tipo Toll (TLR,
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del inglés Toll-Like Receptors), receptores de lectina tipo C (CLR) y proteinas
citoplasméaticas como los receptores tipo RIG (del inglés Retinoic acid-Inducible Gene) y
los tipo NOD (NLR, del inglés NOD-Like Receptors) (Proell et al., 2008; Takeuchi & Akira,
2010; Arrese et al., 2016).

Los TLRs se caracterizan por tener en sus dominios N-terminales repeticiones
ricas en leucina (LRRs) y una regibn transmembrana seguida por un dominio
citoplasmético semejante al recetor de la IL-1 en los Toll o Toll/IR-1R (TIR) (Takeuchi &
Akira, 2010). Por otro lado, los NLR se caracterizan por tener al menos tres dominios: un
dominio C-terminal con LRRs, un dominio de unién a proteinas o de oligomerizacion y un
dominio efector (Abbas et al., 2012). Tras el reconocimiento de PAMPs y DAMPs, los TLR
reclutan proteinas adaptadoras que contienen el dominio TIR, como la proteina de
diferenciacon mieloide de respuesta primeria (MyD88, del inglés Myeloid Differentiation
primary response protein), que inicia vias de transduccion de sefial que tienen como
finalidad reclutar quinasas que activan las cascadas de sefializacion intracelular
(Kawasaki & Kawai, 2014).

Una vez que se lleva a cabo el reconocimiento de los ligandos, muchos de los
PPRs activan vias de sefalizacibn que culminan con la activacion del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB, del inglés
Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Ashley et al. 2012). Este
factor de transcripcion se encuentra en practicamente todos los tipos de células y es
regulado tanto en el citoplasma como en el nicleo, de tal modo que, en condiciones
fisiol6gicas normales permanece en un estado inactivo unido a una proteina inhibidora
(IkB), la cual enmascara sus dominios de localizacién nuclear, reteniendo asi su complejo
de transcripcién dentro del citoplasma (Ghosh & Hayden, 2008; Rahman & McFadden,
2011).

La familia de NF-kB tiene como funcién regular la expresion de genes asociados a
diversos procesos celulares, como la proliferacién, la diferenciaciéon y la muerte; ademas
participa también de forma importante regulando tanto la respuesta inmune innata, como
adaptativa. En los mamiferos, NF-kB consiste en una familia de cinco proteinas que

contienen el dominio Rel: RELA (también conocida como p65), RELB, c-REL, la
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subunidad p105 de NF-«kB (también conocida como NF-kB1; que se escinde en la
subunidad p50) y la subunidad p100 de NF-kB (también conocida como NF-kB2; que se
divide en la subunidad p52); estas proteinas pueden homodimerizarse o
heterodimerizarse a través de su dominio de homologia Rel conservado para mediar la
transcripcién de genes (Ghosh & Hayden, 2008; Rahman & McFadden, 2011; Rothschild
et al., 2018).

Entre las sefiales que inducen la activacién de NF-kB se incluyen todas aquellas
que inducen dafio (especies reactivas de oxigeno [ROS, del inglés Reactive Oxigen
Species], luz ultravioleta, etc) o infeccion (lipopolisacaridos —LPS-, proteinas virales, RNA
de doble cadena, etc) (Ghosh et al. 1998; Brasier, 2006). Esta activacion puede llevarse a
cabo mediante dos vias: la clasica (canodnica) o alternativa (no canénica), que dependen
de las subunidades de la quinasa de inhibidor del NF-kB (IKK) que son activadas
(Rahman & McFadden, 2011) (Figura 1). El complejo IKK, que fosforila a IkB, se compone
de dos subunidades cataliticas homélogas (IKKa, también conocida como IKK1 e IKKp,
también conocida como IKK2) y una subunidad reguladora (IKKy, también conocida como
Nemo) (Ghosh & Hayden, 2008). En la via de sefializacion clasica, el complejo IKK
activado, que actia predominantemente a través de IKKB de una manera dependiente de
IKKy, cataliza la fosforilacion de IkBs, poliubiquitinacion y posterior degradacion por el
proteasoma, de modo tal que los dimeros p50 y p65 (RELA) son liberados y traslocados al
nacleo, en donde se unen al DNA y activan la transcripcion de genes (Gosh & Karin,
2002; Bonizzi & Karin, 2004). Por otro lado, la activacion de NF-kB mediante la via de
sefalizacion alternativa es activada por un subconjunto de miembros de la familia del
TNF, entre los cuales se incluye a CD40, linfotoxina- y factor activador de células B
(BAFF), entre otros (Rahman & McFadden, 2011) y se basa en el procesamiento de p100.
En esta ruta, IKKa se activa por la cinasa inductora de NF-kB (NIK; también conocida
como MAP3K14) la cual fosforila a p100, el cual ademas de funcionar como un precursor
de p52, funciona también como una molécula tipo IkB al inhibir la translocacién nuclear de
RELB (Sun, 2010; Sun 2017). El procesamiento de p100 genera p52 que posteriormente
forma un heterodimero con RELB, el cual se traslada al nucleo para llevar a cabo la

transcripcion de genes (Rothschild et al., 2018).
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Figura 1. Activacion del Factor NF-kB (Rahman & McFadden, 2011). Las vias de sefializacion del factor
de transcripcion NF-kB requieren de diversas sefiales que en conjunto controlan la respuesta celular, de tal
forma que, su activaciéon genera la transcripcién de genes que codifican factores proinflamatorios y factores
gue influyen en la proliferacién celular. IkBa: inhibidor de NF-kB-a (también conocido como NF-kBla); IKK:
cinasa IkB; IL-1R: receptor de IL-1; NEMO: modulador esencial de NF-kB (también conocido como IKKy); NIK:
cinasa inductora de NF-kB (también conocida como MAP3K14); TLR: receptor tipo Toll; TNFR: receptor de
TNF.

La transcripcion y traduccién de genes conducen a la siguiente etapa de la
cascada inflamatoria, en donde se lleva a cabo la expresiéon inducible de citocinas
proinflamatorias como la IL-1B, IL-6 y TNF-a, que en combinacién con quimiocinas

(atrayentes) y diversas moléculas co-estimuladoras, facilitan el reclutamiento de células
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efectoras, como monocitos y neutrdéfilos, al sitio de lesion (Nathan, 2002; Ashley et al.,
2012).

En condiciones normales, el endotelio vascular se encuentra en un estado “no
activado”, sin embargo, en respuesta a un estimulo (infeccién, traumatismo mecanico,
isquemia, toxinas, minerales, cristales, productos quimicos y antigenos), el endotelio pasa
a un estado “activado” (Tan et al., 1999). Este proceso consiste en una migracion dirigida
de subconjuntos de leucocitos, que es regulado por el tejido mediante la expresion de
moléculas de adhesiébn como las selectinas (expresadas en leucocitos y células
endoteliales) e integrinas (leucocitos). La interaccion entre las moléculas de adhesion
leucocitaria y endotelial, en combinacion con quimioatrayentes (quimiocinas, lipidos
bioactivos, productos bacterianos), media el reclutamiento de leucocitos en sitios de
infeccibn o inflamaciéon. Esto ocurre en una cascada de adhesién, que implican la
sujecién/laminacion inicial soportada por la P-selectina endotelial, de tal forma que
posteriormente se produce una adhesion firme de integrinas activadas en los leucocitos a
moléculas endoteliales, como la molécula de adhesion intercelular (ICAM, del inglés
Intercellular Adhesion Molecule)-1 o la molécula de adhesién celular vascular (VCAM, del
inglés Vascular Cell Adhesion Molecule)-1, y finalmente diapédesis (proceso de salida de
los leucocitos, a través de las paredes integras de los vasos) (Dauphine & Karsan, 2010).
Este flujo de células se acompafia de la salida de plasma de los vasos sanguineos a los
tejidos, conocido como exudado, que promueve el edema (o hinchazén). Los mastocitos y
los macrofagos residentes en el tejido promueven la migracion celular por la liberacion de
histamina, LTs y PGs, que como antes se ha mencionado tienen efectos rapidos sobre la
vasculatura, incluyendo la vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular (Ashley
et al., 2012).

Durante el proceso inflamatorio agudo, se considera que los leucocitos mas
importantes para la defensa del huésped son los neutréfilos (Dauphine & Karsan, 2010),
ya que una vez que son activados transmigran a través del endotelio en el tejido
inflamado, y por medio de un proceso que se conoce como desgranulacion, junto con el
estallido respiratorio, crean un ambiente citotoxico liberando sustancias quimicas nocivas,
muchas de ellas almacenadas en los granulos citoplasméticos (Headland & Norling,

2015). Entre los quimicos toxicos liberados se incluyen las ROS, especies reactivas de
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nitrdgeno (RNS), y diversas proteasas (como la proteasa tipo 3, catepsina G y elastasa).
Estas sustancias son destructivas tanto para los patégenos como para los huéspedes
(Nathan, 2002; Ashley et al., 2012).

Durante la inflamacién, en los tejidos linfoides los macréfagos y células dendriticas
(DC, del inglés Dendritic Cells) presentan antigenos a los linfocitos T colaboradores o
“helper” (Th o CD4+), que al ser estimulados pueden diferenciarse en células efectoras y
reguladoras: células Thl (proinflamatorias), células Th2 (antiinflamatorias), células Th17 y
T reguladoras (Treg) (Ashley et al., 2012).

Las células Thl regulan la inmunidad celular e inducen respuestas
proinflamatorias en contra de patdgenos intracelulares a través de la liberacion de IL-2,
interferén (IFN)-y y TNF-B. Por el contrario, las Th2 son importantes para la inmunidad
humoral, la proliferacion de células B, la regulacion de respuestas alérgicas y la
proteccion en contra de macroparasitos; para ello secretan citocinas antiinflamatorias
como la IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, por lo tanto, se les considera responsables de la
respuesta inmune hacia antigenos persistentes. El equilibrio entre ambos tipos de células
(Thl y Th2), puede determinar si la respuesta inmune es apropiada o terminara
generando una inmunopatologia (Rengarajan et al., 2000). El término "célula T
reguladora” se refiere a células que controlan o suprimen activamente la funcién de otras
células, generalmente de manera inhibitoria. Las células Treg aparentemente controlan el
desarrollo de enfermedades autoinmunes y el rechazo de trasplantes, y también pueden
jugar un papel critico en el control del asma y la alergia (Akbari et al., 2003). Por otra
parte, las células Th17 tienen como papel principal la eliminacién de bacterias y hongos
extracelulares, gracias a su capacidad para reclutar y activar neutréfilos, directamente a
través de la produccion de IL-8 o indirectamente induciendo la produccién de factores
estimuladores de colonias (Figura 2) (Cosmi et al., 2013; Pelletier et al., 2010; Ouyang et
al., 2008).

La ultima fase de la inflamaciéon consiste en su resolucion; los procesos
fundamentales para la resolucion incluyen la limitacion en la infiltraciéon de neutrdfilos,
regulacion de quimiocinas y citocinas, induccibn de la apoptosis en neutrofilos

deteriorados y su posterior eferocitosis (fagocitosis de células apoptoticas) por
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macrofagos (Reville et al.,, 2006). Estos eventos en un proceso inflamatorio agudo
finalmente culminan en un regreso a la homeostasis de los tejidos (Headland & Norling,
2015).

Las terapias antiinflamatorias se han enfocado tradicionalmente en disminuir o
neutralizar a los mediadores proinflamatorios y/o inhibir el reclutamiento de leucocitos y su
activacion. Estas terapias incluyen farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
agonistas de receptores de glucocorticoides (GR) y anticuerpos o inhibidores dirigidos a
citocinas proinflamatorias especificas, tales como el TNF-a y la IL-1 (Alessandri et al.,
2013).
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Figura 2. Respuesta inflamatoria (Ashley et al., 2012). (A) Patégenos o lesiones tisulares inducen inflamacién. (B) TLR y NLR se unen a PAMPs o DAMPs. (C) Los
TLRs activan una via de transduccién de sefial dependiente de MyD88, en donde se libera NF-kB, de la proteina IkB, para inducir su translocacion al nucleo. Por otro
lado, los NLRs sefialan el inflamasoma, que activa la caspasa-1 para convertir citocinas en formas activas (IL-1B e IL-18), que provocan inflamacién después de liberarse
de la célula. (D) Se producen vy liberan citocinas proinflamatorias y quimiocinas. (E) Los neutréfilos y monocitos migran al sitio de lesion por quimiotaxis y pasan
selectivamente a través de las células endoteliales para alcanzar el sitio objetivo (extravasacion). Los neutrdfilos liberan compuestos téxicos, incluyendo ROS, RNS, y
varias proteasas. (F) El antigeno capturado en la periféria por las células dendriticas migratorias es transportado a los tejidos linfoides, donde es presentado a las células
ThO que se pueden diferenciar en varios tipos diferentes de células efectoras y reguladoras: células Thl (proinflamatorias), células Th2 (antiinflamatorias), Tregs
(reguladoras) y células Th17 (proinflamatorias). (G) El proceso de resolucion se lleva a cabo cuando los neutréfilos favorecen el cambio de los leucotrienos (producidos
por los macréfagos) a lipoxinas; el ligando Fas, las resolvinas y protectinas inducen la apoptosis de los neutrdfilos; y los macrofagos fagocitan a los neutréfilos
apoptéticos y otros desechos celulares. Abreviaturas: Ag, antigeno; DC, célula dendritica; DAMP, patrén molecular asociado al dafo; IkB, factor nuclear del potenciador
del gen polipeptidico ligero kappa en el inhibidor de las células B; IKK, inhibidor de la quinasa kappa B; IFN- y, interferon-gamma; IL, interlecina; Mo, macréfago; MHC,
complejo mayor de histocompatibilidad; MyD88, gen de respuesta primaria de diferenciacion mieloide (88); NF-kB, factor nuclear kappa - acelerador de la cadena ligera
de células B activadas; NLR, receptores tipo NOD; PAMP, patrén molecular asociado al patégeno; RNS, especies reactivas de nitrdgeno; ROS, especies reactivas de
oxigeno; TCR, receptor de células T; TGF (3, factor de crecimiento transformante-beta; Th, célula T auxiliar; TLR, receptor tipo Toll; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa.
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7.2 ANATOMIA DE LA BARRERA GASTRICA

El estbmago es un érgano localizado en el peritoneo, cuya estructura tiene forma
de saco y tiene como funciones principales: 1) actuar como un recipiente y depdsito para
los alimentos ingeridos y liberar los alimentos en el duodeno en cantidades pequefias y
fisiologicamente apropiadas; 2) secretar acido clorhidrico y enzimas proteoliticas que
inician la digestién de proteinas y neutralizan muchas bacterias dafiinas en los alimentos
ingeridos; 3) batir el alimento ingerido y ablandarlo por medio del jugo gastrico para

producir una mezcla licuada denominada quimo (Mahadevan, 2014).

Topogréficamente, el estbmago se divide en cinco regiones: la unién cardiaca y
gastroesofagica (GE), el fondo, el cuerpo, el antro y el piloro (Soybel, 2005). Sin embargo,
funcionalmente se divide en regiones secretoras de acido (area oxintica, oxys es acido en
griego) y no secretoras de acido (Soybel, 2005). El area de la glandula oxintica, que en su
region glandular esta constituida mayoritariamente por células parietales (productoras de
acido), células D (secretoras de pepsinégeno), células tipo-enterocromafines (secretoras
de histamina) y células D (productoras de somatostina), comprende el 80% del 6érgano
(fondo y cuerpo); mientras que el area de la glandula pilérica, conformada principalmente
en su region glandular por células epiteliales de superficie y células endocrinas G y D
(productoras de gastrina y somatostatina), comprende tan solo el 20% (antro) (Schubert &
Peura, 2008). Por otro lado, desde el punto de vista histolégico se divide en tres regiones
de acuerdo con el tipo de glandulas que contiene cada una (Ross & Pawlina, 2012): 1)
region cardial (cardias): se ubica en la parte cercana al orificio esofagico y contiene
glandulas cardiales, que secretan principalmente mucindégeno; 2) regién pilérica (antro):
esta ubicada en la parte proximal con respecto al esfinter pilérico y posee glandulas
piléricas o antrales; 3)regién fundica (fundus): es aquella situada entre el cardias y el antro

pilérico, que contiene las glandulas fandicas o gastricas.

La mucosa gastrica funciona como una barrera que impide la difusion del acido
luminal y evita las lesiones del tejido gastrico (Silen et al., 1980). Tomando como
referencia su organizaciéon anatémica, comprende los siguientes mecanismos de defensa

(figura 3):

1) Posee una barrera mucosa que contiene bicarbonato y fosfolipidos, que cubre la
superficie de la mucosa, reteniendo el bicarbonato secretado por las células epiteliales de

superficie para mantener un micoambiente neutral en la superficie de dichas células y
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prevenir la penetracion de la pepsina, protegiendo la mucosa de la consiguiente digestion
proteolitica del epitelio de superficie (Atuma et al., 2001; Allen & Flemstrém, 2005). El
moco es secretado junto a péptidos de bajo peso molecular de la familia del factor de
trébol (TFF, por sus siglas en inglés Trefoil Factor Family) que juegan un papel importante
en la compactacién y ensamblaje de las mucinas. El principal estimulo fisiologico para la
secrecibn de moco es la acetilcolina, sin embargo, hormonas Gl como la gastrina,
secretina y PGE; también estimulan su secreciéon (Allen & Flemstrém, 2005; Ramsay &
Carr, 2011). Por otro lado, la secrecion de bicarbonato es estimulada por el acido luminal,
factor estimulante de liberacién de corticotropina (CRF, del inglés Corticotrophin-Relasing

Factor) y PGs, entre otros (Laine et al., 2008).

2) La siguiente linea de defensa la constituyen una linea continua de células
epiteliales de superficie, las cuales secretan moco y bicarbonato y generan PGs, TTFs y
catelicidinas. Estan interconectadas por proteinas de uniones estrechas (TJ, del inglés
Tight Junctions) y evitan la difusion de &cido y pepsina (Laine et al., 2008).

3) Ademas, la integridad de la mucosa se mantiene por una continua renovacion
del epitelio a partir de células progenitoras. Tras el dafio, la reconstitucién del epitelio
superficial ocurre en minutos por la migraciébn de células preservadas desde éareas
adyacentes. Esta reepitelizacion se ve favorecida por la activacion del receptor de
crecimiento epidérmico (EGF-R, del inglés Epidermal Growth Factor Receptor), que
estimula la proliferacién de las células. Los principales factores mitogénicos que activan
este receptor son el factor de crecimiento transformante (TGF, del inglés Transforming
Growth Factor)-a y el factor de crecimiento isulinico tipo (IGF, del inglés Insuline-like
Growth Factor)-1; sin embargo, también puede ser transactivado por la PGE2 y la gastrina
(Pai et al., 2002; Tarnawski., 2005; Nguyen et al., 2007; Choi et al., 2008; Hirst., 2011).

4) Las propias células parietales secretoras de &acido clorhidrico, secretan
bicarbonato al insterticio y lumen de los capilares sanguineos adyacentes, mismo que es
transportado al lumen gastrico (se incorpora a la barrera mucosa) y a la membrana basal

de las células epiteliales de superficie (Laine et al., 2008).

5) La microcirculacibn mucosa es esencial para el reparto de oxigeno y
micronutrientes; a nivel de la capa muscular los microvasos capilares se ramifican de las
arterias submucosas y avanzan hacia la lamina propia cerca de las células epiteliales

gastricas. Las células endoteliales que forman los capilares generan potentes
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vasodilatadores como o6xido nitrico (NO) y prostaciclina (PGl;), que protegen la mucosa
gastrica oponiéndose a la accion dafina de las sustancias vasocontrictoras como LTC4,
TxA2 y endotelina. La vasodilatacibn que ocurre de manera inmediata a un dafio a la
mucosa permite el rapido incremento del flujo sanguineo con la consiguinte remocién o

dilucién del agente nocivo (Kawano & Tsuji, 2000; Peskar., 2001; Tarnawski et al., 2012).

6) El control nervioso del tracto Gl se lleva a cabo mediante un sistema integrado
por nervios extrinsecos (eferentes simpaticos y parasimpaticos) e intrinsecos (el sistema
nervioso entérico —-[ENS, del inglés Enteric Nervous System]-) (Lundgren et al., 2011).
Las neuronas sensoriales aferentes entran a lamina propia acompafiando a los capilares
senguineos y terminan justo por debajo de las células epiteliales de superficie. La
activacion de estas terminales nerviosas por algin agente nocivo (entrada de contenido
luminal o &cido) conduce a la liberacibn de neutrotransmisores como el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina o la sustancia P, los cuales pueden mediar entre
otras acciones la liberacion de NO por las células endoteliales y la consiguiente
vasodilatacién para la retirada o dilucion del agente dafiino (Wallace & Granger, 1996;
Peskar., 2001; Fiorucci et al., 2005; Laine et al., 2008).

7) Por ultimo, la continua generacion de PGE2 y PGI2 por la mucosa es critica
para la proteccién frente a agentes necrotizantes y ulcerogénicos. De manera general las
PGs inhiben la secrecién acida (a través de su union al R EP-3) y estimulan la de moco (R
EP-4), bicarbonato (R EP-1) y fosfolipidos, incrementan el flujo sanguineo (R EP-1) y
aceleran la restitucion de las células del epitelio y la cicatrizacién de la mucosa. Tambien
inhiben la activacion de los mastocitos y la adherencia de leucocitos y plaguetas al
endotelio vascular (Wallace & Granger, 1996; Atay et al., 2000; Kato et al., 2005; Laine et
al., 2008; Arakawa., 2012; Takeuchi & Amagase, 2017).
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de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1).
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7.3 ANATOMIA DE LA BARRERA INTESTINAL

El tracto intestinal, consiste en un 6rgano revestido por una sola capa de células
epiteliales cilindricas que sirven para facilitar la digestién y absorcién de nutrientes, y que
ademas constituyen una barrera esencial que actla en contra de microorganismos
patdgenos, toxinas y antigenos dietéticos (Robinson et al., 2015). De tal forma que,
ambas funciones son llevadas a cabo por la denominada “funcion de barrera intestinal”,
en la cual participan mecanismos tanto inmunol6gicos como no inmunolégicos (Salvo-
Romero et al., 2015).

Fisicamente, la barrera intestinal incluye componentes celulares y estromales,
desde el endotelio vascular hasta el revestimiento de las células epiteliales y la capa de
moco, que consiste en un gel formado por la interaccion de diversas secreciones mucosas
(mucina, péptidos y lipidos tensoactivos) (Bischoff et al., 2014). Las células que
componen la barrera de la mucosa intestinal son sometidas a una renovacion continua a
partir de células madre pluripotenciales, que se localizan cerca de la base de las criptas
de Lieberkihn. La progenie de estas células madre experimentan diferenciacion terminal
en uno de los cinco linajes celulares (enterocitos, células -caliciformes, células
enteroendocrinas, células de Paneth, células M) que migran hacia la superficie de la cripta
o hacia la base de la cripta (Aguilera-Montilla et al., 2004; Salvo-Romero et al., 2015). Sin
embargo, otra parte importante de la barrera intestinal estd constituida por una barrera
guimica, que consiste en secreciones digestivas (péptidos antimicrobianos, citocinas,
mediadores inflamatorios, etc.), la microbiota intestinal, la funcién inmune y la motilidad
(Bischoff et al., 2014) (Figura 4).

El epitelio intestinal consiste en la mas grande superficie mucosa del cuerpo,
cubriendo aproximadamente 400 m? de superficie con una sola capa de células,
organizadas en criptas y vellosidades (Peterson & Artis, 2014). En su mayoria, las células
gue rodean la luz intestinal son enterocitos absorbentes, que llevan a cabo dos funciones
criticas: 1) actian como una barrera para evitar el paso de entidades intraluminales
(antigenos extrafios, microorganismos y sus toxinas) y 2) funcionan como un filtro
selectivo que permite la translocacion de nutrientes esenciales dietéticos, electrolitos y

agua. Para que ambas funciones se lleven a cabo de forma apropiada, el epitelio intestinal
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regula la permeabilidad selectiva por medio de dos vias: transepitelial/transcelular (se
asocia con el transporte de solutos a través de las células epiteliales y se regula por
transportadores selectivos) y paracelular (se asocia con el transporte en el espacio entre
las células epiteliales y se regula por transportadores complejos intercelulares)
(Groschwitz & Hogan, 2009); la via paracelular es regulada mediante un conjunto de
complejos proteicos, que se clasifican en tres grupos, y a partir del extremo apical de la
célula son: TJ, uniones de anclaje u adherentes (AJ, del inglés Adherens Junctions) y

uniones comunicantes (GAP junctions) (Salvo-Romero et al., 2015).

Las TJ y AJ estan conformadas por diferentes proteinas, sin embargo, poseen
similitudes en la funcién de las proteinas transmembrana especializadas en la formacion
de contactos adhesivos entre las células y enlaces intracelulares con el citoesqueleto de
actina y vias de sefializacion (Hartsock & Nelson, 2008).

Las TJ consisten en complejos multi-proteicos localizados en el extremo mas
apical de la membrana lateral, de tal forma que interactian directamente con el
citoesqueleto, a través de la zonula ocludens; dentro de estas proteinas, se incluyen
claudinas, ocludinas y moléculas de adhesion de unién (JAM). Entre los tres grandes
complejos de unién, solo las TJ tienen la capacidad de controlar la permeabilidad
paracelular selectiva de los iones, el agua y otras moléculas pequefas; por lo tanto, son el

principal determinante de la permeabilidad epitelial de la mucosa (Kodning et al., 2015).

Las AJ son una forma de estructura de adhesion célula-célula, cuya formacion,
mantenimiento y funcibn es controlada por glicoproteinas transmembrana de la
superfamilia clasica de la cadherina, tales como E-cadherina, y los miembros de la familia
de la catenina, incluyendo pl120-catenina, p-catenina y a-catenina. Entre las funciones
que realizan destaca de forma importante el inicio y la estabilizacion de la adhesion
celular, la sefializacién intracelular y la regulaciéon transcripcional (Hartsock & Nelson,
2008). Las AJ también estan integradas por los desmosomas, compuestos principalmente
por desmogleina, desmocolina y desmoplaquina que se vinculan intracelularmente a los
filamentos intermedios del citoesqueleto de las células vecinas, forman una red
transcelular que confiere resistencia mecanica a los tejidos y permite que las células

mantengan su morfologia. Ademas, son centros de sefializaciéon y participan en varios
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procesos celulares como la diferenciacion, la proliferaciéon y la morfogénesis (Salvo-
Romero et al., 2015).

Las uniones GAP, consisten en un tipo de comunicacién entre células mediado por
canales intercelulares (conexones), que se agrupan en regiones especializadas de la
membrana plasmatica, de tal forma que unen el citoplasma de dos células y proporcionan
un medio para el intercambio de iones (K* y Ca?"), segundos mensajeros (adenosina
monofosfato ciclico —cAMP-, guanosina monofosfato ciclico —cGMP- e inositol 1,4,5-
trifosfato -IP3-), y metabolitos pequefios (glucosa) (Mese et al., 2007).

Por lo tanto, la permeabilidad intestinal permite el intercambio de solutos y fluidos
entre el lumen y los tejidos y depende de la regulacién del sistema inmune de la mucosa,
asi como también de las TJ (Odenwald & Turner, 2013). Estudios in vitro e in vivo en
animales han demostrado que la permeabilidad intestinal estd regulada por mdltiples
factores incluyendo los exdgenos, apoptosis epitelial, citocinas y células inmunes
(Groschwitz & Hogan, 2009), ya que se han encontrado niveles elevados de IFN-y y TNF-
a en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, del inglés Inflammatory Bowel
Disease) (Clayburgh et al., 2004). Por otro lado, investigaciones en pacientes con
enfermedad de Crohn han indicado que las alteraciones en TJ van acompafiadas por una
disminucion en la expresion de claudina 1, 3, 5, y 8 y ocludina, asi como también una

redistribucion de claudina 5 y 8 (Zeissig et al., 2007).

Las células caliciformes estan especializadas en la sintesis y secrecion de moco,
que es un componente estructural integral del intestino, cuya funcién consiste en actuar
como un medio de proteccioén, lubricacion y transporte entre el contenido luminal y el
revestimiento epitelial. Las propiedades viscoelasticas y poliméricas del moco se derivan
de los principales componentes glicoproteicos formadores de gel llamados mucinas
(Deplancke & Gaskins, 2001). Las mucinas consisten en proteinas altamente glicosiladas
(las regiones O-glicosiladas comprenden entre el 70 y 80% del polimero), y cuyas
cadenas terminan a menudo con un &cido sidlico o polimero, de tal forma que pueden
clasificarse en acidas o neutras (Cummings et al., 2004). En los seres humanos, la familia
de la mucina esta constituida por aproximadamente 20 miembros, dentro de los cuales se

incluyen tanto las formas secretadas como las ligadas a la membrana (Robinson et al.,
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20015). Las mucinas forman estructuras homo-oligoméricas, que constituyen la capa de
mucosidad, dentro de este grupo se incluyen MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7 y
MUC19; por otro lado, las mucinas ligadas a la membrana forman parte del glicocélix
epitelial que interviene en la sefializacion celular y en las interacciones con el medio
ambiente e incluyen a MUC1, MUC3, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 y
MUC20 (Linden et al., 2008; Corfield et al., 2015). En base a estudios que han sido
realizados, se ha determinado que la mucina formadora de gel que se encuentra de forma

mas abundante en el estbmago es MUC5AC y la del intestino MUC2 (Hansson., 2012).

Las células de Paneth, se localizan en el epitelio del intestino delgado, donde
residen en grupos pequefios (5 a 12 células) en la base de las criptas de Lieberkihn
(Bevins & Salzman, 2011). Su funcion principal consiste en producir, empaquetar y
exportar péptidos antimicrobianos, entre los cuales se incluyen lisozima, PLA, tripsina y
a-defensina, siendo esta Ultima la proteina que se produce de forma mas abundante por
estas células (Cummings et al., 2004). La funcion biolégica de las células de Paneth es
regulada en parte por la secrecién controlada del contenido de sus granulos, que ocurre
en respuesta a estimulos, incluyendo agonistas colinérgicos, bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, asi como productos bacterianos como LPS y acido lipoteicoico (Bevins &
Salzman, 2011).

Las células enteroendocrinas (EEC, del inglés Enteroendocrine Cells), se
dispersan por todo el tracto intestinal, y se localizan dentro de las criptas intestinales y en
las vellosidades; por lo tanto, constituyen el 6rgano endocrino mas grande del cuerpo
humano (Moran et al.,, 2008). Existen al menos 15 subtipos de EEC, que producen y
secretan multiples hormonas o moléculas de sefalizacion, incluyendo gastrina (células G),
grelina (células P o X), somatostatina (células D), colecistoquinina (CCK), péptidos
similares al glucagobn (GLP) y péptido YY (PYY), entre otras, que controlan
detalladamente las funciones fisiolégicas y homeostaticas en el tracto digestivo,
particularmente la secrecion y motilidad postpandrial (Moran et al., 2008; Sternini et al.,
2008).

Finalmente, las células M son células especializadas en la captacién de antigenos

de la luz intestinal, situadas en el epitelio que cubre la superficie de agregados linfoides o
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placas de Peyer (PPs, del inglés Peyer's Patch) en la regién del iledn (Salvo-Romero et
al., 2015).

Al igual que en la mucosa gastrica, las PGs también participan de manera
importante para mantener la integridad de la mucosa intestinal. La PGE> y PGlI; estimulan
la secrecion de cloruro y bicarbonato en la luz del intestino delgado a través de los
canales de la membrana apical de los enterocitos, lo cual favorece la difusion de sodio y
agua a traves de la via paracelular, de esta manera se diluyen las toxinas o sustancias
nocivas que son producidas por agentes infecciosos; el mecanismo para inducir la
secrecion de fluido intestinal por PGs estd mediado por la liberacion de mensajeros
intracelulares como el monofosfato de adenosina ciclico (CAMP, del inglés Cyclic
Adenosine Monophosphate), el monofosfato de guanosina ciclico (cGMP, del inglés Cyclic
Guanosine Monophosphate), el trifosfato de inositol, el diacilglicerol y la acetilcolina
(Mohajer & Ma, 2000). En cuanto a la restitucion epitelial del intestino, un estudio
realizado por Miyoshi y colaboradores (2016) demostr6é que la PGE; es un factor inductivo
que actua directamente sobre las células localizadas en las criptas de Lieberkihn para
promover la diferenciacion de un grupo de células atipicas, que se han denominado
células epiteliales asociadas a heridas. Por otro lado, son diversos los estudios que
demuestran que la PGE. posee también efectos proliferativos, ya que favorece la
transactivacién del EGF-R y podria participar en el control del ciclo celular del epitelio
intestinal al generar un incremento de la ciclidina B1 y disminuir la expresion de p21,
independientemente de p53 (Pai et al., 2002; Dvory-Sobol et al., 2006; Ferrer & Moreno,
2010). Ademas, la PGl y PGE: al poseer efecto vasodilatador mantienen un adecuado
flujo sanguineo, lo cual es fundamenta para limitar las lesiones de la mucosa y promover
una rapida reparacion; por lo tanto, producen un aumento en la funcién de la barrera
epitelial (Mohajer & Ma, 2000; Patern & Longo, 2008).

7. 3.1 APORTE DE LA MICROBIOTA EN LA FUNCION DE LA BARRERA INTESTINAL
El tracto intestinal coexiste en simbiosis con un gran namero de bacterias, que
contribuyen para que se realice de forma apropiada la funcién digestiva (Cummings et al.,

2004). La poblacion microbiana intestinal se compone de aproximadamente 1,000

especies, siendo mas abundantes los miembros de los filos Firmicutes y Bacteroidetes
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(Walsh et al., 2014). Al nacer, el intestino humano previamente estéril, comienza a ser
colonizado por bacterias anaerobias facultativas como Escherichia coli y Streptococcus
spp y dentro de las anaerobias estrictas destacan de forma importante aquellas que
pertenecen a los géneros Bifidobacterium (B. breve, B. longum, B. adolescentis, B.
bifidum, B. infantis); Clostridium (C. perfringens, C. difficile, C. butyricum, C. tertium, C.
paraputrificum) y Lactobacillus (L. acidophilus, L. fermentum, L. brevis, L. salivarious, L.

plantarum), entre muchas otras mas (Mountzouris et al., 2002; Wallace., 2011).

La primera colonizacién del neonato se produce cuando atraviesa el canal de
parto. Sin embargo, la colonizacion definitiva del tracto intestinal también depende de
factores tanto externos (la carga microbiana del medio ambiente inmediato, el tipo de
alimentos consumidos y los habitos alimenticios), como internos (pH intestinal,
interacciones microbianas, temperatura ambiental, el peristaltismo, acidos biliares,
respuesta inmune, etc), de tal forma que existe una gran variacion interindividual en la

composicion de la microbiota intestinal (Bull & Plummer, 2014).

En la edad adulta, la mayoria de las bacterias en el intestino son anaerobios no
esporulados, de los cuales entre las mas predominantes numéricamente se incluyen
aproximadamente 30 especies de Bacteroides spp. y Bifidobacterium spp., 52 especies de
Lactobacillus spp., y otras como Eubacterium spp., Clostridium spp., Fusobacterium spp.,
y varios cocos Gram-positivos. Ademas, entre las bacterias que estan presentes en menor
cantidad se incluyen Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, bacterias metanégenas y
bacterias reductoras de sulfato (Wallace., 2011; Khoder et al., 2016). Actualmente se sabe
gue algunos de los beneficios que la microbiota le confiere al huésped, incluyen
proteccién en contra de posibles patdégenos, digestion de polisacaridos, produccion de
vitaminas esenciales, estimulacion de la angiogénesis, regulacién en el almacenamiento

de grasa y la modulacion del sistema inmune del huésped (Walsh et al., 2014).

A nivel de tracto GlI, la respuesta inflamatoria con frecuencia suele ir acompafiada
de un desequilibrio en la microbiota intestinal, lo cual a su vez favorece la persistencia del
proceso inflamatorio y la disfuncion de la barrera intestinal, de tal forma que actualmente
se sugiere que un fallo en la regulacién de la respuesta inmune intestinal por la flora

bacteriana normal puede desempefiar un papel crucial durante el desarrollo de diversas

41

(o)
—



patologias inflamatorias (Cummings et al., 2004). Por ejemplo, estudios que se han
realizado demuestran que la microbiota intestinal de los pacientes con artritis reumatoide
se encuentra alterada, de tal modo que la interaccién entre el huésped y la microbiota
intestinal se manifiesta no solo por inflamacién en el intestino, sino también en otras
partes del cuerpo humano (Malin et al., 1996; Cummings et al., 2004). Ademas, durante la
enfermedad inflamatoria intestinal los mecanismos de defensa del tracto Gl estan
comprometidos, lo cual trae como consecuencia una mayor translocacion bacteriana a
través de la ldmina propia, donde los antigenos microbianos provocan una fuerte
respuesta inflamatoria, que a su vez ocasiona un aumento en la permeabilidad intestinal
(Fava & Danese, 2011).

7.3.2 TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LA MUCOSA INTESTINAL

El tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT, del inglés Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue) forma el 6rgano inmunolégico mas grande del organismo y se localiza
en diversos sitios anatémicos, de tal forma que el ambiente externo entra en contacto con
el huesped humano a través de este tejido (Acheson & Luccioli, 2004; Wershil & Furata,
2008). En el tracto Gl, este tejido especializado se distribuye como parte del tejido linfoide
asociado al intestino (GALT, del inglés Gut-Associated Lymphoid Tissue) y se encuentra
de forma mas organizada en areas que reflejan una alta presencia de materiales extrafios
y microorganismos (Acheson & Luccioli, 2004). EI GALT puede dividirse en sitios
efectores, que consisten en linfocitos dispersos a lo largo del epitelio y la lamina propia de
la mucosa, y sitios inductores que lo forman tejidos organizados responsables de la fase
de induccion de la respuesta inmune (p.ej. PPs y los ganglios linfaticos mesentéricos), asi
como foliculos linfoides mas pequenos y aislados, que tienen un aspecto microscépico
similar al de las PPs y se distribuyen por toda la pared del intestino delgado y del intestino
grueso (Mowat., 2003).

Las PPs son agregados linfoides macroscépicos, localizados en la submucosa a lo
largo del intestino delgado (Aguilera-Montilla et al., 2004), de tal forma que las areas
linfoides son separadas de la luz intestinal por una sola capa de células epiteliales
columnares, conocida como epitelio folicular asociado (FAE, del inglés Follicle Associated

Epithelium), y un area més difusa inmediatamente debajo del epitelio, conocida como la
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cUpula subepitelial (Mowat., 2003). El FAE difiere del epitelio que cubre la capa mucosa
ya que tiene niveles mas bajos de enzimas digestivas, un borde de cepillo menos
pronunciado y una ausencia total de receptores para IgA polimérica (Aguilera-Montilla et
al., 2004), ademas es infiltrada por un gran niamero de células B, células T, macrofagos y
DCs (Wershil & Furata, 2008). Sin embargo, la caracteristica mas notable de FAE es la
presencia de células M (Aguilera-Montilla et al., 2004); estas células, son enterocitos
especializados con bordes de cepillo poco desarrollados y glicocalix superpuesto delgado,
por lo tanto, absorben muy eficazmente antigenos y los transfieren desde el lumen a los
foliculos, donde interactian con las DCs, éstas activan a los linfocitos T e inducen
inmunidad a la mucosa (Tlaskalova-Hogenova et al., 2002; Aguilera-Montilla et al., 2004).

Los vasos linféaticos eferentes de la lamina propia drenan a los ganglios linfaticos
mesentéricos (MLN, del inglés Mesenteric Lymph Nodes), que son los ganglios linfaticos
mas grandes del cuerpo y se desarrollan de forma diferente a las PPs y los ganglios
linfaticos periféricos, ya que no son afectados por la ausencia de factores como el TNF, el
receptor de TNF (TNFR), LTa1B2 y receptor de linfotoxina-B (LTBR). Ademas, para la
acumulacién de linfocitos en MLN se requiere de moléculas de adhesion como la L-
selectina e integrina a4f37, que normalmente dirigen a los linfocitos para ingresar en los
tejidos periféricos y mucosos, por lo tanto, los MLN como consecuencia de estas
caracteristicas anatdmicas podrian consistir en un cruce entre las vias de la recirculacién

periférica y mucosa (Mowat., 2003).

La lamina propia consiste en una capa de tejido conectivo, células musculares
lisas, vasos sanguineos y linfaticos, que se localiza entre el epitelio y la capa muscular de
la mucosa. Ademas, se encuentran células T, células B, macréfagos, DCs, neutrofilos,
otros granulocitos y mastocitos, de tal forma que este gran numero de células hace
probable que los antigenos que atraviesan el epitelio se puedan procesar y presentar a
las células T CD4* (Aguilera-Montilla et al., 2004).
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Epitelio

Figura 4. Anatomia de la barrera intestinal (Salvo-Romero et al.,
subepitelial que contiene la lamina propia, el sistema nervioso entérico, el tejido conectivo y las capas musculares. En el epitelio estan presentes los enterocitos, las
células de Goblet, las células de Paneth, las células enterocromafines y las células madre intestinales. Por encima de la barrera epitelial se encuentra la capa de moco
no agitada, que contiene glicocalix, y a continuacion la capa de moco agitada, que contiene la microbiota, IgA secretora, mucinas y péptidos antimicrobianos. La lamina
propia contiene el tejido linfoide difuso compuesto de macréfagos, células dendriticas, células plasmaticas, linfocitos de la lamina propia y, en algunos casos, neutréfilos,
y el tejido linfoide organizado, compuesto de estructuras linfoides como la placa de Peyer, que contiene células M, células dendriticas y linfocitos. Abreviaturas: SNC,
Sistema Nervioso Central; SNE, Sistema Nervios Entérico; Sl, Sistema Inmunitario; CEl, Célula Epitelial Intestinal; CMI, Célula Madre Intestinal, Cel EC, Célula
Enterocromafin; IgAs, IgA Secretora.
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2015). La mucosa intestinal se compone de una monocapa de células epiteliales, de la region
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7.4 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los AINEs constituyen un grupo de farmacos con una estructura quimica
heterogénea que comparten actividad antipirética, antiinflamatoria y analgésica a través
de su capacidad para inhibir a las enzimas COXs, implicadas en la sintesis de PGs y TXs
(Lanas et al., 2014).

Son ampliamente indicados como una opcion de tratamiento en condiciones
reumaticas y musculoesqueléticas, como artritis reumatoide y osteoartritis (Sinha et al.,
2013). También se utilizan para reducir potencialmente el riesgo cardiovascular, en
desordenes cerebrovasculares y como analgésicos en el tratamiento del dolor de origen
variable en condiciones como extraccion dental, trauma, cirugia, dismenorrea y
episiotomia posparto (Davies & Wallace, 1997; Abimosleh et al., 2013;). Ademas, estudios
recientes indican que también pueden ser eficaces en el tratamiento de algunos tipos de
cancer (DuBois & Smalley, 1996; Hawcroft et al., 2002). De tal forma que, debido a todas
sus aplicaciones clinicas, se encuentran dentro de los farmacos mas ampliamente
utilizados pues se calcula que aproximadamente son 30 millones de personas en todo el

mundo quienes los ingieren diariamente (Kamil et al., 2007).

7. 4.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El principio de la terapia con AINEs para aliviar el dolor musculo esquelético, se
remonta a hace mas de 5.000 afios con el uso de la corteza de sauce. En 1828, fue
aislada la salicina, ingrediente activo de la corteza del sauce. Sin embargo, fue hasta
1897 cuando Félix Hoffmann finalmente desarrollé el &cido acetil salicilico (aspirina) en un
intento por mejorar la palatabilidad del acido salicilico (Brune & Hinz, 2004).
Posteriormente, en 1899 Heinrich Dreser, jefe de farmacologia de Bayer, experiment6 de
inmediato con este nuevo compuesto en animales, demostrando los efectos
antiinflamatorios y analgésicos del acido acetil salicilico, de tal forma que en el mismo afio
el nombre comercial “Aspirina” se registré (“A” de acetilo y “Spir” de la primera parte de
Spirea ulmania, la planta de la cual originalmente fue aislado el acido salicilico) de este
modo Bayer inici6 con su comercializacion masiva en el mercado farmacéutico (Jones.,
2001; Rao & Knaous, 2008).
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7. 4. 2 ESTRUCTURA QUIMICA, CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS

Los AINEs son un conjunto de farmacos muy heterogéneos entre si, que tienen
como similitud que la mayoria son acidos organicos débiles con un pKa entre 3 y 5. En
general, suelen ser moléculas quirales, en donde solo un enantibmero es
farmacologicamente activo. Contienen un grupo &cido, principalmente carboxilico o
enolico. La parte acida de la molécula es esencial para inhibir la actividad de la enzima
COX y se une con un grupo aromatico plano, que esta conectado con una parte lipofila a
través de un grupo polar, lo cual permite que estos fa&rmacos sean relativamente
liposolubles (Sinha et al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica de algunos AINEs (Katzung et al., 2010). La estructura quimica de los AINEs
es muy heterogénea, sin embargo, suelen ser moléculas quirales, en donde sélo un enantiomero es
farmacoldgicamente activo. Contienen un grupo acido, principalmente carboxilico o enolico. La parte acida de
la molécula es esencial para inhibir la actividad de la enzima COX y se une con un grupo aromatico plano.

Los AINEs pueden clasificarse de diversas formas, tomando como referencia su
selectividad hacia la enzima COX, su estructura quimica, sus propiedades farmacoldgicas
y su vida media, entre otras (Conaghan., 2012). En la tabla 1, se muestra una de las
clasificaciones que se ha establecido para estos farmacos en base a su estructura

guimica.
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Tabla 1. Clasificacion de los AINEs en base a su estructura quimica

(Kowalski & Makowska, 2015)

Grupo Farmaco Grupo Farmaco
Acido acetilsalicilico
(Aspirina) Ibuprofeno
Salicilato sédico Naproxeno
Derivados del 4cido = Diflunisal Acido heteroaril acético = Flurbiprofeno
salicilico Acido salicilico Oxaprozina
Sulfasalazina
Olsalazina
Acido
Derivados del Acetaminofen Acido antraninico mefenamico
paraminofenol (Fenamatos) Acido
meclofenamico
Indol y &cido Indpmetacma Derivados del acido > icam
. s Sulindaco o ; Tenoxicam
indolacético endlico (Oxicams)

Etodolaco Meloxicam

7. 4. 3 MECANISMOS DE ACCION

La accién de los AINEs fue descrita por primera vez en 1971, cuando Vane y Piper
demostraron que los AINEs inhiben la biosintesis de las PGs al impedir que el AA se una
al sitio activo de la COX (Conaghan., 2012).

El AA es un acido graso esencial de 20 carbonos que se obtiene por medio de la
dieta y la conversion enzimética de los fosfolipidos de membrana por la accion de la PLA;
(Brash., 2001). Es un sustrato necesario para una gran variedad de procesos fisioldgicos,
incluyendo aquellos que implican la composicion de la membrana celular, la funcion
plaguetaria, inflamacion, asi como la funcién y reparacién de tejidos (Burnett & Levy,
2012).

Una vez que el AA es liberado, ya sea por fosfolipasas secretadas (SsPLA2) o
citoplasmaticas (cPLA2), las isoformas de la COX catalizan dos reacciones secuenciales
gue culminan con la conversion metabolica del AA en PGs, TXs y otros eicosanoides (Rao
& Kanus, 2008). Durante la reaccion inicial la COX a través de su actividad ciclooxigenasa
convierte el AA en PGG,, para posteriormente mediante su accion peroxidasa, reducir la
PGG; a la PGH: y finalmente por la intervencién de isomerasas y sintasas especificas de
cada tejido se producen cinco compuestos biolégicamente activos que incluyen la PGly,
TXAz, PGD;, PGE; y PGF; (figura 6) (Smith et al., 2000).
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Figura 6. Biosintesis de prostaglandinas (Fitzgerald & Patrono 2001). Mediante el metabolismo del AA, por la intervencion de la COX, se obtienen PGs,
prostaciclinas y TXs, que son esenciales para que se lleven a cabo diversas funciones en varios érganos.
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La COX es una enzima hemo-bifuncional, ya que exhibe actividades de
ciclooxigenasa y peroxidasa (Reddy et al., 2015). Se han descrito tres isoformas de la
enzima COX: COX-1, COX-2 y COX-3 en donde las dos primeras son las mas
significativas. COX-3 es una isoforma de COX-1, que solo difiere en la estructura de un
aminoacido y su funcion continGa siendo incierta, aunque se cree que su inhibicién genera
un efecto antipirético (Botting & Ayoub, 2005; Lanas et al., 2014). Las isoformas de la
COX poseen estructuras de unién muy similares, llevan a cabo los mismos mecanismos
cataliticos y ademas producen los mismos productos biosintéticos, pero es importante
destacar que manifiestan interesantes diferencias entre ambas, por ejemplo, la isoleucina
gue se encuentra localizada alrededor del canal del sustrato de la COX-1 es reemplazada
por valina en la COX-2, lo cual le confiere un sitio de unién mas amplio para la fijacién de
sustratos (Zha et al., 2004).

La isoforma COX-1 se expresa de manera constitutiva en el tracto Gl, el rifion y las
plaquetas, donde cataliza la produccién de PGs para el mantenimiento de sus funciones
fisiologicas (Conaghan, 2012). En la mucosa géstrica entre las funciones que realizan la
PGE; y PGl,, tal y como se menciond anteriormente, se incluyen efectos citoprotectores al
disminuir la secrecion de acido gastrico por las células parietales, estimular la liberacion
de moco y bicarbonato, regular la proliferacion epitelial e inducir vasodilataciéon en la
microcirculacion de la mucosa. En la mucosa intestinal la PGE: y PGI, también juegan un
papel importante en las restitucion epitelial, ya que favorecen la proliferacién celular y
existe evidencia de que podrian participar en el ciclo celular de los enterocitos (Pai et al.,
2002; Dvory-Sobol et al., 2006; Ferrer & Moreno, 2010); ademas, favorecen la difusion de
sodio y agua, de modo que atendan los efectos adversos inducidos por sustancias
nocivas y mantienen un adecuado flujo sanquineo, el cual favorece una rapida
recuperacion. Por otro lado, en el rifibn las PGs regulan el tono vascular y el flujo
sanguineo normal, manteniendo la funcion renal; mientras que, en las plaquetas la
isoforma COX-1 es la responsable de la formacién del agente pro-agregante TXA; (Rao &
Knaus, 2008).

La isoforma COX-2 es practicamente indetectable en los tejidos en condiciones
normales, pero puede ser rapidamente inducible por estimulos proinflamatorios o

mitogénicos, incluyendo citocinas, endotoxinas y factores de crecimiento. Por lo tanto, se
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estima que COX-2 desempefia un papel importante en los mecanismos de defensa del
cuerpo mediante la produccion de PGs que modulan las respuestas inflamatorias e
inmunes. Sin embargo, estudios han sefialado una expresién constitutiva de COX-2 en
diferentes tejidos y 6rganos (Zimmermann et al., 1998), incluyendo rifion (Harris et al.,
1994; Ye et al., 2006), cerebro (Breder et al., 1995) y mucosa Gl humana (Zimmermann et
al., 1998). Ademas, es importante mencionar que los monocitos y macréfagos expresan
COX-2 cuando son inducidos por LPS in vitro produciendo PGly, el cual es un importante

anti-agregante plaquetario (Ricciotti & FitzGerald, 2011; Kirkby et al., 2012).

La isoforma COX-3 fue descubierta en 2002 por Simmons y colaboradores. Su
estudio en perros mostré que esta isoforma era el objetivo especifico del acetaminofén;
sin embargo, su relevancia clinica como objetivo farmacoldgico es cuestionable, ya que
ahora se sabe que COX-3 posee una secuencia de aminoacidos completamente diferente
a COX-1 o COX-2 en roedores y humanos, y ademés carece de actividad COX (Rao &
Knaus, 2008)

Durante el proceso inflamatorio, la actividad enzimatica o cantidad de proteina y el
RNA mensajero de COX-1 no parece ser afectada. Por otra parte, estudios en modelos
animales han proporcionado evidencia sobre la induccién de COX-2, lo cual lleva a una
produccién incrementada de PGs proinflamatorias implicadas en la mediacion del dolor,
fiebre e inflamacion (Rao & Knaus, 2008; Lanas et al., 2014). De esta forma, PGs como
PGE.y PGl, producidas a través de la actividad de COX-2, pueden magnificar el grado de
inflamacién iniciada por mediadores como la histamina y la bradiquinina, lo cual ocasiona
un incremento de la permeabilidad vascular y el edema (Davies et al., 1984; Lee et al.,
1992; Seibert et al., 1994; Smith et al., 1998).

Usando modelos animales de dolor, se ha logrado demostrar que la PGE; y PGF;
estan claramente implicadas en la hiperalgesia observada en condiciones inflamatorias,
ya que, actuando sinérgicamente con otros mediadores sensibilizan receptores en las
terminaciones nerviosas aferentes para producir el dolor inflamatorio (Cashman, 1996).
Por lo tanto, la actividad analgésica de los AINEs se debe a la interferencia con PGE: y
PGF; (Hahn et al., 1982; Grace et al., 2001) y a su capacidad para inhibir la vasodilatacién

vascular cerebral mediada por las PGs (Lonigro et al., 1978; Chapleau et al., 1980).
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Ademas, varios estudios han mostrado que la actividad antipirética de los AINEs se
desarrolla a través de la inhibicién de la sintesis de PGE; en el area hipotaldmica
preéptica en el 6rgano cincunventricular (Wit & Wang, 1968; Lovejoy Jr., 1978; Morimoto
et al., 1988).

7. 4.4 EFECTOS ADVERSOS GASTROINTESTINALES

Los AINEs actuan de forma diferente para inhibir COX-1 y COX-2, de ahi la razén
de que se clasifiquen en dos grupos: AINEs no selectivos, que inhiben tanto COX-1 como
COX-2, y AINEs COX-2 selectivos (Ishiguro & Kawahara, 2014). Por lo tanto, su actividad
clinica es diferente, y en consecuencia también poseen una capacidad diferente para
generar efectos secundarios o adversos. Entre los AINEs no selectivos se incluyen
aspirina, indometacina (INDO), piroxicam, diclofenaco e ibuprofeno. Estos farmacos al
inhibir predominantemente COX-1, inhiben la actividad plaquetaria y causan significativos
efectos secundarios a nivel Gl y renal (Frélich., 1997). Dentro de este grupo, se considera
que la INDO es uno de los AINEs més perjudiciales para la mucosa Gl (Carrasco-Pozo et
al., 2016).

Ya que una gran mayoria de los AINEs existentes tienden a ser
predominantemente inhibidores para la COX-1, se han desarrollado nuevos compuestos
que inhiben predominantemente la isoforma COX-2 (meloxicam y nimesulida) y otros
compuestos que inhiben selectivamente COX-2 (celecoxib y recoxib) (Hawkey., 1999)
(figura 7). Estos farmacos han demostrado inhibir la respuesta inflamatoria sin producir
dafio en la mucosa gastrica, aunque algunos se han vinculado con toxicidad

cardiovascular (Mukherjee et al., 2001).
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Figura 7. Mecanismo de accion de los AINEs (Vonkeman et al., 2006). El efecto de los AINEs se debe a la
capacidad que poseen de inhibir a la enzima COX y se clasifican como AINEs selectivos de COX-2 y AINEs
no selectivos, que inhiben tanto a COX-1 como a COX-2.

El uso prolongado de AINEs se asocia frecuentemente con efectos adversos,
siendo los méas importantes en frecuencia e impacto clinico los que afectan a la mucosa
Gl (Carrasco-Pozo et al., 2016). La sintomatologia que puede manifestarse por el dafio e
irritacion en la mucosa incluye dolor gastrico, acidez estomacal, nauseas, vomitos,
sangrado, dispepsia, ulceracion, perforacién y en casos graves hemorragia y muerte
(Davies & Wallace, 1997).

7. 4. 4. 1 MECANISMOS DE DANO GASTRICO

Existen principalmente tres mecanismos por los cuales estos farmacos inducen

complicaciones gastricas, los cuales se detallan en la figura 8 (Sinha et al., 2013):

1) Inhibicion de la sintesis de PGs gastroprotectoras.

La enzima COX-1 es responsable de la sintesis de PGs que poseen una funcién
gastroprotectora, ya que como se ha mencionado anteriormente disminuyen la secrecion

de acido gastrico por las células parietales en el estbmago, aumentan el flujo sanguineo

de la mucosa, estimulan la liberacion de moco viscoso y bicarbonato, y regulan la
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proliferacién epitelial (Konturek et al., 2004; Gudis & Sakamoto, 2005). Por lo tanto, la
gastropatia inducida por AINEs es causada principalmente por la inhibicibon de COX-1
(Davies & Wallace, 1997).

2) Permeabilizacién de la membrana.

Se han realizado estudios con la finalidad de comparar la inhibicion de COX y la
toxicidad de los AINEs empleando diferentes vias de exposicion (intragastrica, rectal o
parenteral) (Lichtenberger., 2001), de tal forma que ha quedado demostrado que
independientemente de la via de administracion estos farmacos tienen un efecto citotdxico
directo sobre las células de la mucosa gastrica, lo cual genera un aumento en la
permeabilidad de la membrana y alteracion de la barrera epitelial. La citotoxicidad se
asocia a un desacoplamiento en la fosforilacién oxidativa (Somasundaram et al., 1997),
asi como también a la inhibicion competitiva de enzimas en la via de la glucdlisis
anaerobica y el ciclo del acido tricarboxilico, reduciendo asi la produccion de ATP (Davies
& Wallace, 1997) y favoreciendo la necrosis y apoptosis en las células epiteliales
(Tomisato et al., 2001).

3) Produccién de mediadores proinflamatorios.

La inhibiciébn en la sintesis de PGs por AINEs conduce a la activacion de una
segunda ruta metabdlica del AA, denominada via de la LOX (Zha et al., 2004). En la via
de la LOX se producen LTs que causan inflamacién, isquemia y una mayor produccion de
TNF-a, de tal forma que conducen a una oclusién de la microvasculatura gastrica, la
disminucion del flujo sanguineo, la liberacién de ROS que reaccionan con acidos grasos
poliinsaturados de la mucosa, que a su vez conduce a la peroxidacion de lipidos y dafio
tisular (Sinha et al., 2013). Ademas, se produce un incremento en la extravasacion de
neutrofilos a través de la microcirculacion gastrica y mesentérica, favoreciendo de tal

forma, la activacién y liberacion de ROS y proteasas (Davies & Wallace, 1997).
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i
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Figura 8. Mecanismos de los AINEs para inducir dafio gastrico (Sinha et al., 2013). El efecto
farmacologico de los AINEs se asocia con inhibicién de COX-2, que bloquea la sintesis de las prostagandinas
(PGs) inflamatorias; por otro lado los efectos adversos puede deberse a la: 1) Activacion de la ruta de la
lipooxigenasa (5-LOX), causado tanto por la inhibiciébn de COX-1 como COX-2, que favorece la produccién de
mediadores proinflamatorios, como leucotrienos y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a. 2) Con la inhibicion
de COX-1, se inhibe la sintesis de todas aquellas PGs que tienen funcion gastroprotectora. 3) Efectos
citotéxicos directos del farmaco, es decir, se activan mecanismos directos que generan una citotoxicidad que
posteriormente favorece un incremento en la permeabilidad de la membrana, necrosis y apoptosis.

7. 4. 4. 2 MECANISMOS DE DANO INTESTINAL (ENTEROPATIA)

El dafio que producen los AINEs no se limita Unicamente a la mucosa gastrica,
pues se ha demostrado que también puede extenderse hasta el intestino delgado, de
forma tal que a esta condicién se le conoce con el término de enteropatia por AINEs
(Carrazco-Pozo et al., 2016). Sin embargo, la informacion que existe sobre el efecto toxico
de los AINEs a nivel gastrico es mas abundante con respecto a la que se tiene sobre el
dafio que producen mas alla del duodeno (Scarpignato., 2008). Actualmente se sabe que
la enteropatia por AINEs envuelve mecanismos mas complejos y multifactoriales, siendo

los mas evidentes y los que mas se discuten: el aumento en la permeabilidad epitelial, el
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acido biliar, los neutrdfilos y citocinas inflamatorias, y la presencia de bacterias y virus
(Scarpignato., 2008; Muraki et al., 2014). Por lo tanto, las manifestaciones clinicas y
subclinicas de la enteropatia asociada a los AINEs inician con un incremento en la
permeabilidad de la mucosa, que puede progresar hasta lesiones, erosiones, Ulceras,
sangrado y de forma menos frecuente, estenosis y perforacion (Banerjee., 1990).
Ademads, se ha identificado una absorcién alterada de vitamina B12, algunos metales y
acidos biliares, lo cual contribuye al desarrollo de anemia y al incremento en la morbilidad

a causa de estos farmacos (Davies & Wallace, 1997).

Inicialmente, los proyectos de investigacion se enfocaban en evaluar los efectos
secundarios de los AINEs a nivel gastrico y no se le daba mucha importancia a la
enteropatia, esto debido a que muchas veces se produce de manera asintomatica. El
primer reporte sobre la lesion del intestino por AINEs, fue publicado en 1966, siendo la
INDO el farmaco que se utiliz6 para inducir la enteropatia (Shack et al., 1996); desde
entonces, numerosos informes han sido publicados al respecto, de tal forma que el tema
ha despertado mayor interés, en especial con los avances producidos en los estudios por
endoscopia, ya que esto ha permitido determinar que aproximadamente entre el 50 al
70% de los pacientes que usan de forma prolongada AINEs desarrollan dafio en el
intestino delgado, que posteriormente puede ocasionar resultados graves como

perforacion y sangrado (Montalto et al., 2013).

La mayoria de los AINEs consisten en acidos débiles lip6filos que solubilizan los
fosfolipidos de la membrana en las células intestinales, de tal forma que provocan dafio
en los procesos oxidativos mitocondriales e inducen la liberacién de ROS vy la alteracién
en las uniones intercelulares, que a su vez provocan un incremento en la permeabilidad
de la mucosa, lo cual permite la entrada y la accion de factores luminales como las
macromoléculas de la dieta, acidos biliares, componentes del jugo pancreatico, enzimas
proteoliticas, bacterias intestinales y toxinas, dando lugar a la activaciéon de la cascada
inflamatoria (figura 9) (Higuchi et al., 2009). Ademas, la secrecion de bilis también
consiste en un factor importante que contribuye a incrementar el dafio en la mucosa
intestinal, ya que los AINES (excepto aspirina) se secretan en la bilis, dando lugar a un
reciclado enterohepatico con la consiguiente reexposicion de los enterocitos a los factores

perjudiciales (Montalto et al., 2013).
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Figura 9. Mecanismo de los AINEs para exacerbar la enteropatia (Wallace-, 2015). La enteropatia por
AINEs se produce mediante muchos mecanismos, pero el dafio inicial surge con la supresién de la COX, de
modo que se produce una disminucién en la sintesis de PGs y TXs. La bilis y las bacterias entéricas y la
recirculacion enterohepética también juegan un papel importante para inducir la enteropatia.

Existen ademas ensayos experimentales y clinicos que sugieren que las bacterias
entéricas desempefian un papel importante para el desarrollo del dafio intestinal generado
por AINES, ya que estos al parecer inducen una disbiosis que se vincula directamente con
la enteropatia (Muraki et al., 2014). El término disbiosis fue utilizado por primera vez por
Bai en 1985 y hace referencia a una anormalidad presente en la composicién de la
microbiota intestinal, en donde la poblacién de bacterias benéficas para la salud del
huésped disminuye y la poblacién de bacterias patdgenas, tipicamente presentes en
menor cantidad, aumentan (Bai., 1985). En 2008 Watanabe y colaboradores, confirmaron
y ampliaron estos hallazgos, al mostrar que solo una disminucion de los organismos
Gram-negativos, pero no Gram-positivos, disminuyen el dafio intestinal inducido por
INDO. De hecho, en este y en otros proyectos de investigacion se ha encontrado que el
LPS de las enterobacterias Gram-negativas es capaz de agravar la lesion intestinal
inducida por AINEs (Scarpignato, 2008). También se ha corroborado que el uso de

farmacos antimicrobianos (tetraciclina, kanamicina, metronidazol o neomicina) atentan la
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enteropatia por AINESs, lo cual apoya mas el papel patogénico de las bacterias entéricas
(Pozzoli et al., 2007; Fornai et al., 2016). Ademas, estudios recientes demuestran que
ratas libres de gérmenes o ratas gnotobiéticas mono-colonizadas con Bifidobacterium o
Lactobacillus no desarrollaban Ulceras intestinales tras la administracion de AINEs
(Uejima et al., 1996), de tal forma que estos y otros estudios ponen de manifiesto que la
composicion de la microbiota intestinal es un factor clave en la enteropatia causada por

estos farmacos (Otani et al., 2017).

Otani y colaboradores (2017) sugieren que el mecanismo mediante el cual los
AINEs causan dafio entérico se produce una vez que la funcion de barrera de la mucosa
es alterada por los AINEs, esto como consecuencia a la deficiencia de PGs y a la
disfuncion mitocondrial, de tal forma que el LPS de las enterobacterias Gram-negativas
(que actia como PAMP) y la proteina 1 de la caja del grupo de alta movilidad (HMGB1,
por sus siglas en inglés High Mobility Group Box 1 Protein) liberada por las células
epiteliales dafiadas (en su papel de DAMP), se unen al TLR4 en los macrofagos lo que
induce, via NF-xB, MyD88 y NLRP-3 (por sus siglas en inglés Nucleotide-binding
ligomerization Domain-like Receptor-3), la liberacion de citocinas proinflamatorias como
TNF-a e IL-1B y de quimiocinas que conjuntamente inducen la infiltracién de neutréfilos en
la mucosa y submucosa del intestino delgado, causando dafio en el intestino delgado a
través de la liberacién de ROS y de otras sustancias toxicas como la elastasa (figura 10)
(Otani et al., 2017).
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Figura 10. Mecanismo de los AINEs para inducir enteropatia (Otani et al., 2017)

La funcion de barrera de la mucosa es alterada por los AINEs debido a la deficiencia de PGs y a la disfuncién
mitocondrial, el LPS de las enterobacterias Gram-negativas y la proteina de la caja del grupo de alta movilidad
(HMGB)1 liberada por las células epiteliales dafiadas, se unen al TLR4 en los macréfagos lo que induce (via
NF-xB, MyD88 y NLRP-3) la liberacion de citocinas proinflamatorias causando dafio en el intestino delgado a
través de la liberacién de ROS y de otras sustancias toxicas.

Debido a que los AINEs contintan siendo el pilar para el tratamiento de numerosas
patologias inflamatorias, se han desarrollado nuevas estrategias que puedan prevenir la
gastroenteropatia causada por los AINEs (Blackler et al., 2014). Algunas de las terapias
que se aplican con mayor frecuencia son los inhibidores selectivos de COX-2 y la

coadministracion de los AINEs con:

1) Supresores de la secrecién acida como inhibidores de la bombas de protones
(PPIs, por sus siglas en inglés Proton Pump Inhibitors; v.gr.. omeoprazol -
OME- o lansoprazol) o antagonistas de los receptores de histamina tipo 2 (H-)
(V.gr.: famotidina)

2) PGs exogenas (misoprostol)

3) Farmacos citoprotectores (rebamipida)

4) Antimicrobianos (metronidazol)
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También se han desarrollado nuevos compuestos que se unen a los AINEs y que
ayudan a la proteccion intestinal, como la fosfatidilcolina (PC-AINE), los liberadores de
oxido nitrico (NO-AINE) vy los liberadores de acido sulfhidrico (SH2-AINE). Sin embargo,
de todos ellos solo la coadministracion de AINEs con supresores de la secrecion acida via
oral han sido aprobados por la FDA, los demas estan en fase clinica o preclinica.
Ademas, actualmente existen estudios preclinicos que buscan evaluar el papel protector

de ciertos probiéticos sobre la enteropatia por los AINEs (Lim & Chun, 2013).
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7.5 ALIMENTOS FUNCIONALES Y NUTRACEUTICOS

Los alimentos contienen componentes dietéticos que proporcionan una gran
variedad de beneficios para la salud, de tal modo que, actualmente existe una fuerte
inclinacion por evaluar sus propiedades y efectos ante algunas condiciones patologicas
(Sarkar., 2007). Por lo tanto, ha surgido la necesidad de crear nuevos conceptos para

definir este tipo de productos (Grajek et al., 2005).

Todos los alimentos son funcionales, ya que proporcionan nutrientes u otras
sustancias que proporcionan energia, sostienen el crecimiento, y mantienen o reparan
procesos vitales (Granato et al., 2010). Sin embargo, estudios epidemiolégicos y ensayos
clinicos realizados en diferentes paises han demostrado que el consumo regular de
algunos alimentos disminuye el riesgo de padecer enfermedades, por lo cual,
proporcionan un beneficio que va mas alla de cubrir con los requerimientos metabdlicos
(Gul et al., 2016). El término “alimento funcional” se introdujo de forma inicial en Japon a
mediados de los afios ochenta; ademas, este pais fue también el primero en desarrollar
una legislacién para su venta, la cual se denomina FOSHU (del inglés, Foods Of Specified
Health Use). Solo los alimentos que cumplen con determinados requisitos (tabla 2)
pueden tener el sello FOSHU (Hasler., 2002; Lopez-Varela et al., 2002; Grajek et al.,
2005). Entre los alimentos funcionales suelen incluirse: alimentos tradicionales, alimentos
modificados (enriquecidos o mejorados), alimentos con fines médicos y alimentos para
dietas especiales (Bhat y Bhat, 2011; Gul et al., 2016).

' Tabla 2. Criterios FOSHU para la inclusién de alimentos funcionales

(Lopez-Varela et al, 2002)

1.- Son alimentos (no capsulas, pildoras o polvo)

2.- Pueden y deben consumirse como parte de una dieta habitual

3.- Tienen una funcién especifica en el organismo humano:
+ Mejoran la respuesta inmunolégica.
+ Previenen enfermedades especificas.
+ Contribuyen en la recuperacion de algunas enfermedades.

¢ Pueden controlar malestares fisicos o psiquicos.

+ Tienen propiedades antioxidantes.
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Por otro lado, los nutracéuticos consisten en productos generados a partir de
alimentos, que tienen como finalidad suministrar de manera mas concentrada dosis de
componentes bioactivos de un alimento (Gul et al., 2016). Estos se venden en
presentaciones similares a los medicamentos (pildoras, extractos, soluciones, polvo, etc.),
por lo tanto, funcionan mas como un suplemento dietético. El término se cred en 1989 por
DeFelice y la Fundacion para la Innovacion en Medicina mediante la contraccion del

término “nutricion” y “farmacéutica” (Espin et al., 2007).

La diferencia entre ambos términos resulta difusa, en consecuencia, se emplean
de manera indistinta tanto por las empresas que los producen, como por los
consumidores (Gul et al., 2016). Entre los alimentos funcionales y nutraceuticos se
enlistan con frecuencia las vitaminas, acidos grasos, la fibra dietética, probiéticos y
péptidos bioactivos (Lépez-Varela et al., 2002; Grajek et al., 2005). En cuanto a los
beneficios para la salud, se sabe que influyen de forma positiva en el tratamiento del
cancer, aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares, asi como también durante el
proceso del envejecimiento, para mejorar la respuesta inmune y en condiciones cronicas
como la diabetes, etc (Chen., 2006; Bhat & Bhat, 2011; Gul et al., 2016). Algunos de los
nutrientes y componentes de los alimentos con propiedades funcionales y nutracéuticas

se enlistan en la tabla 3.
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Tabla 3. Propiedades y beneficios para la salud de nutrientes y alimentos funcionales.

Alimento Funcional
Nutracéutico

Fibra dietética

Antioxidantes
(Vitamina A, E y C; xantdfilas y flavonioides)

Probi6ticos

Acidos grasos
(@-3)

Micronutrientes
(Se, Fe, Cu, Zn, Mn, Ca, Fe, Ac. félico)

Aminoacidos
(Triptéfano, glutamina, arginina, cisteina)

Cafeina

Propiedades
Regulacion del equilibrio de la microbiota
Mejora del transito intestinal
Incremento en la excrecion de bilis
Disminucion del colesterol plasmatico

Regulacion de los niveles de la glucosa en sangre

Eliminacion de radicales libres
Inhibicion de la lipoperoxidacion

Mejoran la digestion de la lactosa
Incrementan la absorcion de calcio
Estimulan el sistema inmunolégico

Disminuye los niveles de triglicéridos y colesterol

Reduccién de la agregacion plaquetaria
Estimulacién del sistema inmunolégico

Cofactores enzimaticos

Estimulacion del sistema inmunoldgico

Efecto sedante

Mejora de la memoria y de la fatiga mental
Estimulacion del sistema inmunolégico
Ralentiza el proceso de envejecimiento

Estimulacién del SNC
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Beneficios para la salud
Cancer colorrectal
Estrefiimiento/diverticulosis
Hipercolesterolemia
Diabetes
Obesidad
Enfermedades cardiovasculares
Cancer
Intolerancia a la lactosa
Estrefiimiento
Diarrea
Gastroenteritis
Cancer

Enfermedades cardiovasculares

Enfermedades cardiovasculares
Cancer

Osteoporosis

Anemia

Defectos en el tubo neural

Regulacion del suefio
Estrés

Proteccion hepatica
Diabetes Mellitus
Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de Alzheimer
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7.5. 1 PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA LECHE Y SUS DERIVADOS

La leche, asi como también sus derivados, han sido consumidos desde la
antigiiedad como parte de una dieta basica y saludable en diversas culturas de todo el
mundo, de tal modo que, su valor nutricional se ha considerado como imprescindible para
el crecimiento (Kanekanian., 2014). Esta consiste en un fluido complejo que proporciona
péptidos bioactivos, lipidos e hidratos de carbono; ademas, posee una gran cantidad de
sustancias biol6égicamente activas como inmunoglobulinas, enzimas, vitaminas, minerales,
péptidos antimicrobianos y factores del crecimiento, que en conjunto proporcionan
diversas propiedades fisiolégicas que benefician la salud de quien la consume (Bhat &
Bhat., 2011).

La leche bovina esta compuesta por aproximadamente un 5% de lactosa, un 3. 2%
de proteinas, un 4% de lipidos y un 0. 7% de sales minerales (Séverin & Wenshui, 2005).
La caseina y las proteinas del suero constituyen principalmente la porcion proteica de la
leche, donde las caseinas (as1-, as2-, B- y k-caseina) representan el 80% y el 20%
restante esta consituido por lactoferrina, lactoperoxidasa, lisozima y las denominadas
proteinas de suero (B-lactoglobulina, a-lactoalbimina, albumina sérica e
inmunoglobulinas) (McCarthy et al.,2014; Mohanty et al., 2016).

Los péptidos biol6gicamente activos se definen como fragmentos que permanecen
inactivos en secuencias de proteinas precursoras, pero cuando se liberan por la accién de
enzimas proteoliticas, pueden interactuar con los receptores seleccionados y regular las
funciones fisiologicas del cuerpo (Mohanty et al., 2016). Los tres principales mecanismos

mediante los cuales pueden ser liberados son (Korhonen & Pihlanto, 2003):

1) Hidrélisis enzimatica con enzimas digestivas como pepsina, tripsina,
quimotripsina, etc.
2) Fermentacién de leche con cultivos proteoliticos de iniciacion.

3) Protedlisis por enzimas derivadas de microorganismos proteoliticos.
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7.5. 1. 1 GLICOMACROPEPTIDO (GMP)

El GMP es una fraccién de la k-caseina (residuo 106-169), compuesto por 64
aminoacidos, con la peculiaridad de que carece de los aminoacidos aromaticos
fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp) y tirosina (Tyr), asi como de cisteina (Cys); consta
ademas de un solo residuo de metionina (Met) y es rico en aminoacidos de cadena
ramificada (leucina-Leu-, isoleucina-lle- y valina-Val-) (Théma-Worringer et al., 2006).
Existen 8 variantes genéticas de la k-caseina, de las cuales 2 predominan en la leche
bovina, las variantes A y B, que se diferencian entre si por la sustitucion de dos
aminoacidos. Ademas, el GMP se encuentra fosforilado de forma constitutiva y contiene
cantidades variables de acido N-acetilneuraminico (sialico) (Saito & Itoh, 1992). Tiene un
peso molecular de 6.77-9.6 kDa (dependiendo de su grado de glicosilacién), con un punto
isoeléctrico entre 3 y 4, es altamente soluble en agua, con carga neta negativa incluso a
bajos valores de pH y estable al calor (Théma-Worringer et al., 2006). Debido a la
ausencia de aminoacidos aromaticos es detectado Unicamente a una longitud de onda de
205 a 217 nm (Tomczak et al., 2007).

Por sus propiedades nutricionales y por no ser inmunogénico (Mikkelsen y cols.,
2006), el GMP ya se esta utilizando en la industria alimenticia y farmacéutica. EI GMP,
ademas de proporcionar un buen sabor y sensacién a la boca (Thoma-Worriger et al.,
2006), tiene diversas funciones entre las que destacan su potencial uso como sustituto
alimenticio en la dieta de pacientes con fenilcetonuria por carecer de fenilalanina en su
composicion; ademas puede ser usado como ingrediente en la dieta para pacientes que
sufren de enfermedades hepéaticas por su bajo contenido de Met y su alto contenido en
aminoacidos de cadena ramificada, los cuales pueden ser utilizados como fuente de
energia (Tomczak et al., 2007). Como componente del suero, se introduce en férmulas
infantiles como fuente de aminoacidos (Abd El-Salam et al., 2006). También se ha
encontrado que el GMP consumido antes de cualquier alimento puede reducir la ingesta
calérica (Thoma-Waorriger et al., 2006). Desde el punto de vista de su farmacodinamia, el
GMP puede ser detectado en el plasma de ratas después de la ingestion de caseina
humana (Chabance et al., 1995). Por otro lado, los méximos niveles encontrados de GMP

en plasma de adultos tras la ingestion de leche y yogur, fueron de 0.5-2.0 y 1.05-10 ug/ml
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respectivamente, ademas de poder detectarse el GMP en plasma humano de 1 a 8 h

después de la ingesta de los mismos alimentos (Chabance et al., 1998).

Son varias las funciones biolégicas que se han atribuido al GMP. Se une a la
toxina del cllera, pero cuando es tratado con sialidasas pierde completamente esta
actividad (Brody., 2000); lo mismo ocurre con otras toxinas bacterianas, como la toxina
termolabil (LT)-1y LT-Il de E. coli (Isoda et al., 1999); ademas, se ha reportado que inhibe
la adhesion bacteriana y viral, pues tal parece que protege de la infeccion por el virus de
la influenza (Thom&-Worringer et al., 2006) y también inhibe la adhesién de bacterias
cariogénicas tales como Streptococcus mutans, S. sanguis y S. sobrinus a la cavidad oral
y modula la composicion de la microbiota de la placa dental. Este efecto ayuda al control
de la formacion &cida en la placa dental, asi como a la reduccién de la disolucion de la
hidroxiapatita en el esmalte de los dientes y la promocion de la remineralizacion, razén
por la cual ha sido patentado para la aplicacién en productos de higiene personal para
prevenir la caries dental (Thoma-Worringer et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que
el GMP inhibe la hemaglutinacion por parte de cuatro cepas del virus de la influenza y
previene la induccién de transformaciones morfoldgicas de linfocitos de sangre periférica

por el virus de Epstein Barr (Brody., 2000).

Al GMP se le han descrito propiedades prebidticas, antiinflamatorias,

inmunorreguladoras y antioxidantes.

7.5.1. 1. 1 PROPIEDADES PREBIOTICAS

Anteriormente se le habian descrito al GMP efectos inductores en el crecimiento in
vitro de ciertas cepas de Bifidobacterium y Lactobacillus (Azuma et al.,, 1984;
Bezkorovainy et al., 1979), pero ha sido hasta recientemente cuando estos resultados
fueron corroborados con nuevas tecnologias por el grupo de Robitaille (Robitaille., 2013).
Por otro lado, un grupo de investigadores liderado por la Dra. Eva Salinas del laboratorio
de inmunologia de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes (U.A.A), en este aspecto,
han logrado demostrar que la administracion de GMP via oral en animales alérgicos
incrementa la cantidad de Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides, en el contenido

intestinal (Jimenez et al., 2016). Estos resultados coinciden con los reportados por otros
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grupos utilizando dosis mucho mas bajas en ratones sanos (Chen et al., 2012). Ademas,
cuyos (Cavia porcellus) que recibieron una dieta suplementada con GMP durante 15 dias
mostraron un nimero incrementado de Lactobacillus en el ileon y colon proximal (Hermes
et al., 2013), mientras que ratones alimentados cronicamente con una dieta enriquecida

en GMP incrementaron los Bacteroides en heces (Sawin et al., 2015).

7.5.1.1. 2 PROPIEDADES ANTIINFLAMATORIAS E INMUNORREGULADORAS

Estudios in vivo también han demostrado que el GMP posee propiedades
antiinflamatorias e inmunorreguladoras al modular la respuesta de los linfocitos T y B, de
tal forma que ha mostrado actuar como un antiinflamatorio en diferentes modelos de ileitis
y colitis en rata mediante su actividad reguladora sobre la diferenciacién de los linfocitos
(Daddaoua et al., 2005; Gonzalez et al., 2013; Requena et al., 2008; Requena et al.,
2010). Uno de los beneficios del GMP en estos modelos de inflamacion intestinal fue la
reduccion en la produccién y actividad de los ROS, lo que atenud el dafio en el tejido
(Daddaoua et al., 2005; Gonzalez et al., 2013). De igual manera, en un modelo de dafio
coldnico causado por dimetil-hidrazina, la administracion oral de GMP previno un dafio
excesivo a nivel del colon. Un estudio reciente, en donde de forma experimental se indujo
colitis ulcerosa en ratones, sugiere que el GMP podria mejorar de forma significativa la
lesion morfolégica de la mucosa intestinal, pues se encontr6 que disminuye de forma
significativa la expresién de la molécula de adhesion celular adresina mucosal (MAdCAM,
del inglés Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule)-1, el nimero de células positivas a
las moléculas de superficie cluster de diferenciacion 4 (CD4, del inglés Cluster of
Diferentiation) y CD8 en la lamina propia de la mucosa intestinal, asi como también
parece ser capaz de estimular la secrecion de IgA para aumentar la inmunidad intestinal
(Cui et al., 2017). Ademas, su accién antiinflamatoria e inmunoreguladora también ha
demostrado prevenir el desarrollo de la respuesta inmune alérgica y atenuar las
manifestaciones clinicas y la inflamacién asociada a la urticaria, anafilaxia, dermatitis
atopica y asma alérgicas, trabajos desarrollados también en el laboratorio de inmunologia
de la U.A.A (Jiménez et al., 2012; Jiménez et al., 2016, Roldan et al., 2016, Mufioz et al.,
2017).
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Por otra parte, estudios in vitro han mostrado una accién directa del GMP sobre la
actividad de algunas células del sistema inmune relacionadas con la respuesta
inflamatoria. EI GMP inhibe la proliferacion inducida por LPS o fitohemaglutinina de
esplenocitos de ratdn y células de placas de Peyer obtenidas de conejo (Otani et al.,
1995), regula positivamente la expresion del componente soluble semejante al
antagonista del receptor de la IL-1 y suprime la expresién del receptor para IL-2 en
linfocitos T de raton (Monnai & Otani 1997; Otani et al., 1996).

Los resultados sobre el efecto del GMP sobre la actividad de los macrogafos
muestran que el GMP aumenta la proliferacién y actividad fagocitica de la linea de
macrégafos humanos U937 y regula positivamente la secrecién de TNF-a, IL-13 e IL-18
en la linea THP-1 de monocitos humanos (Li et al., 2004; Requena et al., 2009). Sin
embargo, cuando la linea de macréfagos RAW 264.7 es activada por LPS, el GMP vy
algunos péptidos derivados de su hidrdlisis enzimatica disminuyen la produccién de NO,
asi como los niveles de expresion de TNF-a, IL-1, la enzima NO sintetasa inducible
(iNOS, del inglés Inducible Nitric Oxide Synthase), el receptor TLR4 y la proteina MyD88
(Cheng et al., 2015). Trabajos realizados con mastocitos, una de las principales células
iniciadoras del proceso inflamatorio, han descrito que el GMP disminuye in vivo e in vitro
la activacion de los mastocitos por el alérgeno e inhibe la secrecién de histamina por parte

de estas células (Jiménez et al., 2016).

7.5.1. 1. 3 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

En relacion con su capacidad antioxidante, trabajos realizados por Chen vy
colaboradores (2015) muestran que tanto el GMP como productos de su hidrélisis tienen
capacidad neutralizadora sobre algunos productos con actividad oxidativa, reducen la
produccion de ROS por la linea de macréfagos RAW 264.7 protegiendo a las células de
su efecto citotoxico y ademas aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes en las
células dafadas. Ademds, el GMP administrado via oral en ratas obesas estimula la
actividad de enzimas antioxidantes en el higado (superéxido dismutasa y glutation
peroxidasa) y disminuye la cantidad de productos derivados de la peroxidacion lipidica
como el malondialdehido (Xu et al., 2013). De igual manera, productos derivados de la

hidrolisis del GMP por la papaina bloguean la generacion intracelular de ROS inducida por
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peréxido de hidrogeno (H20-) en la linea celular de carcinoma hepético humano HepG2 y
las protege del dafio citotdéxico mediante la activacion del factor 2 de transcripcion nuclear
eritroide (Nrf2, del inglés Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor) el cual induce la
expresion de enzimas antioxidantes, como la hemooxigenasa-1, a través de las vias de
las MAP kinasas (ERK y p38) (Li et al., 2017).

7.5. 2 PROBIOTICOS

La palabra probiético se deriva del griego y tiene como significado “por vida”
(Ashraf & Shan, 2014; Mahajan & Singh, 2014). Histéricamente, el concepto tuvo su
origen aproximadamente en 1908 cuando el premio Nobel en Medicina lIlya Ilyich
Metchnikoff en el Instituto Pasteur, fue el primero en descubrir que el consumo de
bacterias vivas (Lactobacillus bulgaricus) en yogurt o leche fermentada mejoran las
caracteristicas biolégicas del tracto Gl (Amara & Shibil, 2015; Khoder et al., 2016).
Posteriormente, el término probidtico fue utilizado por primera vez en 1965 por Lilly y
Stillwell para describir las sustancias que son secretadas por un microorganismo que
estimula el crecimiento de otro (Mahajan & Singh, 2014; Amara & Shibil, 2015). Sin
embargo, el término como tal, fue popularizado por R. Fuller (Fuller., 1989). Actualmente,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Asociacién Cientifica Internacional de
Probioticos y Prebidticos (ACIPP) han definido a los probiéticos como microorganismos
vivos gque, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para
la salud del huésped (Verna & Lucak, 2010; Khoder et al., 2016).

A la fecha, aun no se ha logrado aclarar con precision cuales son los mecanismos
mediante los cuales actian los probiéticos. Sin embargo, los mecanismos potenciales a

considerar incluyen:

1) Modulacién de la inmunidad GI mediante la alteracion de los perfiles de
citocinas inflamatorias y regulacién negativa de las cascadas proinflamatorias o induccién
de mecanismos reguladores de una forma especifica de la cepa (Borruel et al. 2002;
McCarthy et al. 2003; Pena & Versalovic, 2003; Hart et al. 2004; Smits et al. 2005; Roselli
et al., 2006; Yan et al., 2007; Borchers et al., 2009; Lin et al., 2008;).
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2) Inhibicion de la adherencia de especies bacterianas patdgenas (Mukai et al.,
2004; Collado et al. 2005; Cotter et al. 2005; Collado et al., 2006; Makras et al., 2006;
Vanderpool et al., 2008).

3) Alteracién de la microbiota bacteriana, debido a la acidificacion del colon como
consecuencia de la fermentacién de nutrientes (Pathmakanthan et al. 2004)

4) Favorecen un incremento en la funcién de la barrera epitelial (Servin., 2004;
Sherman et al. 2005)

5) Induccién de receptores p-opioides y canabinoides en células epiteliales
intestinales (Rousseaux et al. 2007).

6) Disminucién en la hipersensibilidad visceral y de la respuesta al estrés
(Matsumoto et al. 2005; Quigley & Flourie, 2007)

Los probioticos estan disponibles en una amplia variedad de formulaciones que
van desde pastillas y polvos, hasta yogures, leche y jugos, de tal manera que
actualmente, cada vez se emplean con mayor frecuencia para el tratamiento alternativo
en diversas condiciones patoldgicas, tales como enfermedades alérgicas (dermatitis
atopica, posiblemente rinitis alérgica), vaginosis bacteriana, infecciones del tracto urinario,
prevencién de caries dental o infecciones respiratorias y trastornos del tacto Gl (Verna &
Lucak, 2010).

7.5.2. 1 LACTOBACILLUS: LACTOBACILLUS RHAMNOSUS

Los probiéticos mas estudiados para tratar y/o prevenir enfermedades Gl incluyen
algunas especies de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, ya que no son
patdgenas y pueden resistir el ambiente luminal del tracto Gl (Bezkorovainy., 2001). El
género Lactobacillus se encuentra integrado en su mayoria por bacterias que convierten
los azucares en &cido lactico, de modo que, actualmente contiene mas de 180 especies
Gram-positivas, anaerobias facultativas o microaerofilicas (microorganismos que para
sobrevivir requieren de niveles de oxigeno inferiores a los que se encuentran de manera
habitual en la atmdsfera de la tierra) (Capurso., 2019). Son diversos los estudios que han
revelado una serie de efectos benéficos de ciertos Lactobacillus, como la supresién de
bacterias patégenas en el intestino y la inhibicion de los cambios alérgicos, inflamatorios y
neoplasicos (Shyu et al., 2014; Cain et al., 2011; Hong et al., 2010; Isolauri et al., 2001).
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Ademas, se ha demostrado que son particularmente Gtiles para promover la cicatrizacion
de Ulceras gastricas en ratas, cuando se administran como cepa probidtica individual,
como Lactobacillus rhamnosus GG (Gorbach-Goldin, LGG), Lactobacillus gasseri o
Lactobacillus acidophilus, o como una mezcla probiética (Khoder et al.,, 2016). Sin
embargo, aun es poco lo que se ha estudiado con respecto a su papel en la prevencién y

resolucion de la enteropatia inducida por AINEs (Kamil et al., 2007).

El LGG, ATCC 53103 fue aislado en 1985 por Sherwood Gorbach y Barry Goldwin
de muestras fecales de un individuo adulto y sano (Sergers & Lebeer, 2014). Consiste en
la cepa probiética mas estudiada, quiz4 por su gran potencial en el tratamiento y
prevencion de la diarrea, infecciones infantiles, alergias y eccema atépico (Fong et al.,
2015).

Una de las caracteristicas mas ampliamente estudiadas sobre LGG es su fuerte
capacidad adhesiva, que se ha documentado tanto in vitro como in vivo. El LGG
comparado con cepas como L. johnsonii LJ1 y L. casei Shirota, ha demostrado adherirse
mejor al moco intestinal, de modo que persiste durante mas tiempo y a concentraciones
mas elevadas. Ademas, estudios genéticos han revelado que sus pillis y las proteinas de
unién que produce mejoran las propiedades adherentes de la cepa (Tuomola et al., 1999;
Vélez et al., 2010; Sergers & Lebeer, 2014; Capurso., 2019). Por otro lado, también se ha
informado que la cepa LGG previene la inflamacién y la muerte celular de las células

epiteliales, mejorando asi la regeneracion de la mucosa (Flach et al., 2018).

En cuanto a la respuesta antiinflamatoria que desencadena LGG en la mucosa, se
sugiere que es regulada a través de una interaccion directa con los macréfagos, los
linfocitos CD4* y las DC, lo que favorece una disminucion en la produccion de citocinas
proinflamatorias como TNF, IL-2 e IL 4 in vitro. Ademas, los factores solubles de LGG
promueven el crecimiento y la supervivencia de las células epiteliales a través de la
inhibicion de la apoptosis celular mediada por TNF-a mediante la activacién de Akt
antiapoptético y la proteina cinasa B (Pena et al., 2003; Donkor et al., 2012; Flach et al.,
2018; Capurso., 2019).
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Aunque la informacién obtendida hasta ahora sobre el efecto del LGG en el dafio
gastroentérico inducido por AINEs es un poco controversial (Gotteland et al., 2001; Kamil
et al., 2007), los datos existentes sobre su capacidad adhesiva sobre células del epitelio
mucoso y sus propiedades inmunorreguladoras (Capurso et al., 2019) sugieren que puede
ser un buen candidato para co-adyuvar los efectos benéficos inducidos por otras

sustancias en la prevencion de la inflamacién inducida por AINEs.
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8. JUSTIFICACION

Los AINEs son farmacos ampliamente prescritos, ya que se consideran el pilar
para el tratamiento de numerosas patologias inflamatorias. Ademas, también se emplean
de forma amplia en el tratamiento de la fiebre, dolor y enfermedades cerebrovasculares y
cardiopatias isquémicas, etc. Son utilizados por aproximadamente 30 millones de
personas cada dia. En Estados Unidos se calcula que anualmente se extienden mas de
111 millones de recetas en donde se prescribe su uso, y que aproximadamente
representan el 60% del mercado de analgésicos sin receta. El uso de AINEs,
particularmente el uso crénico, aumenta con la edad, con un estimado de 10-40% de las

personas mayores de 65 afios que los utilizan crénicamente.

De forma extensa se conoce que el uso de los AINEs provoca diversos efectos
adversos, dentro de los cuales destacan de forma formidable las complicaciones en el
tracto Gl, tales como ulceras, sangrado y perforacion. Se ha demostrado que estos
eventos adversos ocurren en aproximadamente 1-1.5% de los pacientes en los primeros
12 meses de tratamiento con AINEs. También se ha demostrado que tales
complicaciones Gl asociadas a los AINEs ocurren no solo en el tracto Gl superior, sino
también en el tracto Gl inferior. Ademas, resulta importante destacar que asociada a la

patologia Gl se produce inflamacién y estrés oxidativo.

Con la finalidad de atenuar las complicaciones asociadas al uso de estos
farmacos, se ha recurrido al uso de PPI, sin embargo, lineas de investigacion recientes
sugieren que el uso concomitante de ambos farmacos exacerba la enteropatia o dafio
intestinal. Por lo cual, teniendo en cuenta el consumo elevado de los AINEs, asi como
también su alta prevalencia de efectos adversos (particularmente en el tracto GlI)
actualmente se ha incrementado el interés por aclarar los mecanismos subyacentes a los

efectos secundarios de estos farmacos y en evaluar estrategias preventivas.
En los ultimos afios ha surgido un gran interés en los nutracéuticos o alimentos

funcionales, que consisten en productos relacionados con los alimentos que otorgan

beneficios para la salud al consumidor mas all4 de su valor nutricional basico. Su origen
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como parte de los productos alimentarios y su toxicidad extremadamente baja son
especialmente atractivos, ya que de esta forma existe la posibilidad de prevenir o incluso
disuadir procesos patolégicos como un complemento a la dieta regular. EIl GMP es uno de
los principales péptidos bioactivos que componen el suero de la leche, es producido
durante la elaboracion del queso y su purificacion a gran escala es sencilla, econémica y
rentable por la gran cantidad de lacto suero que genera la industria quesera. Ademas, las
empresas alimenticias lo utilizan en la elaboracién de complementos alimenticios para
saciar el apetito, para la alimentacién de enfermos de fenilcetonuria o de padecimientos
hepaticos y en suplementos para deportistas. Tomando en consideracion sus propiedades
prebidticas, antiinflamatorias, inmunorreguladoras y antioxidantes, seria importante
realizar un estudio que analice los efectos de la administracion oral de GMP sobre el dafio
Gl inducido por la administracion de AINES.

Desde hace tiempo se sugiere que el uso de probidticos podria ser un buen
tratamiento alternativo para los efectos adversos que generan los AINEs, de tal modo que
el LGG es el que mas destaca desde esta perspectiva, ya que diversos estudios sugieren
gue protege la mucosa gastrica. En funcién de la actividad prebiética demostrada al
GMP, seria muy interesante evaluar el efecto antiinflamatorio que se genera a nivel Gl al
utilizar el GMP administrado conjuntamente con LGG en modelos experimentales de dafio

gastroentérico por AINEs.
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9. HIPOTESIS

El GMP tiene un efecto protector en ratas Wistar con dafio gastroentérico por
AINEs.
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10. OBJETIVOS

10. 1 OBJETIVO GENERAL:

Analizar el efecto protector del GMP administrado via oral, solo o combinado con

probidticos, sobre el dafio gastroentérico inducido por AINEs en rata Wistar.

10. 2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Desarrollar y caracterizar un modelo de gastroenteropatia por administracion de
AINEs en rata Wistar.

2. Analizar datos metabdlicos diarios en ratas con dafio gastroentérico inducido por la
administracion de AINEs, y tratados con GMP solo o combinado con probidticos.

3. Evaluar la morfologia y parametros bioquimicos del tejido Gl de ratas

administradas con AINEs, y tratadas con GMP solo o combinado con probiéticos.

4. Cuantificar marcadores bioquimicos plasmaticos de dafio Gl en ratas

administradas con AINEs, y tratadas con GMP solo o combinado con probiéticos.

5. Analizar la integridad de la barrera en la mucosa intestinal tras la administracién de

AINES, y el efecto del tratamiento con GMP solo o combinado con probiéticos.

6. Evaluar el grado de inflamacién de la mucosa intestinal tras la administracion de

AINEs, y el efecto del tratamiento con GMP solo o combinado con probidticos.
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11. METODOLOGIA

11.1 ANIMALES

Para la implementacién del modelo de dafio gastroentérico se emplearon ratas
Wistar macho. Los animales se mantuvieron en el bioterio del edificio 202, bajo
condiciones controladas de temperatura (22-24 °C) y ciclos de luz-oscuridad de 12-12
horas. La dieta consistié en comida para roedor (Nutricubos, Purina) y agua de la llave ad
libitum. Los animales se habituaron a las condiciones del bioterio del edificio 202 quince
dias antes de desarrollar el modelo de dafio Gl por AINEs. Los animales fueron tratados
siguiendo los lineamientos institucionales dictados por el Comité de FEtica de la

Universidad Auténoma de Aguascalientes.

11. 2 GRUPOS Y PROTOCOLO EXPERIMETAL

Con la finalidad de evaluar la supervivencia de los animales a diferentes dosis de
INDO, se desarrollé un protocolo A con los siguientes grupos experimentales formados
por ratas Wistar macho de 150-200 g de peso corporal:

¢ CONTROL (n=9): se administr6 1ml de solucién de carbonato de sodio
(Na2CO3) al 5 % via oral.

¢ INDO 4 (n=10): se administré 4 mg/Kg de INDO en Na,COs al 5 % via oral.

% INDO 6 (n=10): se administré 6 mg/Kg de INDO en Na,COs al 5 % via oral.

% INDO 8 (n=10): se administré 8 mg/Kg de INDO en Na,COs al 5 % via oral.

% INDO 10 (n=10): se administré 10 mg/Kg de INDO en Na,COs3 al 5 % via oral.

Posteriormente, para la caracterizacion del modelo de dafio gastroentérico por

AINEs se trabaj6o en un protocolo B con los siguientes grupos experimentales, formados

por ratas Wistar macho de 150-200 g de peso corporal:
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+» CONTROL (n=7): se administré 1ml de Na.COs3 al 5 % via oral.
+» INDO 6 (n=8): se administré 6 mg/Kg de INDO en Na,COs3 al 5 % via oral.
+» INDO 8 (n=8): se administr6 8 mg/Kg de INDO en Na,COs3 al 5 % via oral.

A partir del dia 1 del ensayo, por via esofédgica y hasta el dia 5 (dia previo al
sacrificio de los animales), la INDO (Sigma-Aldrich, E.U.A) se administré a las dosis
indicadas anteriormente para cada grupo en Na:COs; al 5% (Kamil et al., 2007; Yoda et al.,
2010; Abimosleh et al., 2013). Las soluciones de INDO se prepararon justo antes del uso
y se administr6 a razén de un volumen de 1 ml/200 g de peso corporal (Singh et al.,
2016). Tras la ultima dosis de INDO en el dia 5, los animales se mantuvieron en ayuno
durante 12 h, pero con libre acceso a agua (Sing et al., 2016) y el dia 6 se sacrificaron por
una sobredosis de anestesia (éter etilico) (figura 11). Diariamente y hasta el dia 6, se
registré la supervivencia de animales de cada grupo.

INDO:

6 mg/Kg/dia
8 mg/Kg/dia

SACRIFICIO
- . ~ - -
» 1 > 2 > 3 > 4 > S5 > 6 4
AYUNO

Figura 11. Esquema del protocolo B de dafio gastroentérico por AINEs. Desde el dia 1 y hasta el dia 5 se
llevé a cabo la administracion de la dosis de INDO, el dia 5 se dej6 en ayuno a los animales y finalmente el
dia 6 fueron sacrificados.

Finalmente, para evaluar el efecto del GMP, solo o combinado con LGG, en el
dafio gastroentérico por AINEs se trabajé con los siguientes grupos experimentales

(protocolo C), cada uno formado por ratas Wistar macho de 150-200 g de peso corporal:

% CONTROL (n=14): se administré 1 ml de agua potable estéril y 4 h después
1ml de Na>.COs al 5 % via oral.

¢ INDO (n=14): se administr6 1 ml de agua potable estéril y 4 h después 6 mg/Kg
de INDO en Na,COs al 5 % via oral.

s INDO+GMP (n=18): se administré6 500 mg/Kg/dia de GMP y 4 h después 6
mg/Kg de INDO en Na,COg al 5 % via oral.

s INDO+GMP/LGG (n=18): se administr6 500 mg/Kg/dia de GMP y 1x10°

células/rata/dia y 4 h después 6 mg/Kg de INDO en Na,CO; al 5 %, todo

mediante via oral.
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A partir del dia 1 del ensayo, por via esofégica y hasta el dia 7 (dia previo al
sacrificio de los animales), la INDO se administro a las dosis indicadas anteriormente para
cada grupo en Na>COs al 5% (Kamil et al., 2007; Yoda et al., 2010; Abimosleh et al.,
2013). Las soluciones de INDO se prepararon justo antes del uso y se administraron a
razén de un volumen de 1 ml/200 g de peso corporal (Singh et al., 2016). EI GMP de
origen bovino (LACPRODAN® CGMP-10, Arla Foods Amba, Viby, Dinamarca) se
administré a los animales via esofégica en dosis de 500 mg/Kg/dia en agua (Mufioz et al.,
2017) desde 7 dias antes de iniciar el desarrollo del modelo (dia -7) y hasta el dia 7 del
protocolo. El LGG se administré una vez por dia, de manera conjunta con el GMP, con
una concentracion final de 1 x 10° células/ml. Los animales recibieron el tratamiento de
GMP y LGG 4 horas previas a la administracion de la INDO. El grupo CONTROL fue
administrado a los mismos tiempos con el volumen correspondiente del vehiculo (agua o
Na.,COs al 5%). Tras la dltima dosis de indometacina en el dia 7, los animales se
mantuvieron en ayuno durante 12 h, pero con libre acceso a agua (Singh et al., 2016) y el
dia 8 se sacrificaron por una sobredosis de anestesia (éter etilico) (figura 12). Diariamente
y hasta el dia 8, se registré la supervivencia de animales de cada grupo.

GMP: 500 mg/Kg/dia
LGG: 1x10° cells/rata/dia

INDO: 6 mg/Kg/dia

Figura 12. Esquema del protocolo de dafio gastroentérico por AINEs y de los tratamientos. Desde el dia
1y hasta el dia 7 se llevé a cabo la administracion de la dosis de INDO, el dia 7 se dej6 en ayuno a los
animales y finalmente el dia 8 fueron sacrificados. Los tratamientos se aplicaron desde 7 dias antes de iniciar
con la administracion de INDO y durante todo el protocolo de induccion de dafio.

11. 3 CULTIVO Y ALMACENAMIENTO DEL LGG

El LGG (ATCC 53103), se cultivd de forma previa durante 24 h a 37°C en medio
Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco, Becton Dickinson, E.U.A) previamente esterilizado.
Para su crio preservacion, se prepararon alicuotas de 6.92x10° células/ml en 355 ul de
glicerol al 60% y se almacenaron a -80°C. Para evaluar su cinética de crecimiento, se
inoculé un matraz con 25 ml de medio MRS (Difco, Becton Dickinson, E.U.A) que se
mantuvo a 37°C en un incubador BENCHTOP SHAKING 222DS (Labnet International,
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Inc., USA) y se determind su biomasa durante las primeras 3 h cada 30 min, después
cada hora hasta las 8 h, asi como también a las 12, 24, 36 y 48 h mediante el registro de
la densidad Gptica a una longitud de onda de 600 nm (considerando que ODggo de 1.0 es
igual a una concentracion de 8x108 células/ml) en el espectrofotometro SmartSpec™Plus
(Bio-Rad, E.U.A) (figura 13).

14
12

10

ODBUU

0 <l 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
HORAS

Figura 13. Cinética de crecimiento del LGG. Se midio la biomasa del LGG en un lapso de 48 h, esto con la
finalidad de determinar cuanto tiempo debia realizarse su incubacién para alcanzar una concentracion de
1x10° células/ml.

11. 4 REGISTRO DE PESO CORPORAL

Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria (de 2 a 3 animales por jaula) y
marcados apropiadamente antes de dar inicio con el modelo de dafo. Todas las
mafanas, durante la duracién del protocolo se pes6 a cada animal. Para ello se utilizé una
balanza analitica (EK 1200 g, AND, Reino Unido). Posteriormente, para calcular el
porcentaje de ganancia de peso de los animales, se emplearon los pesos del animal en el
dia 1 y en el dia previo al sacrificio (dia 5 protocolo B y dia 7 protocolo C). No se
considero el peso de los animales el mismo dia del sacrificio por el ayuno al que fueron
sometidos (Abimosleh et al. 2013; Singh et al., 2016).

79

(o)
—




11. 5 REGISTRO DE INGESTA DE ALIMENTO Y DE AGUA

Cada dia, durante la duracién del protocolo, se coloc6é en cada jaula la misma
cantidad de alimento y se midi6 la ingesta de alimento sustrayendo el peso del alimento
no ingerido por los animales. Se calculé la ingesta de alimento como g/rata/dia. En cuanto
a los liquidos, se colocé diariamente en cada jaula un mismo volumen de agua vy la
ingesta de liquido se midié al dia siguiente sustrayéndole el volumen de agua no ingerida
por los animales. Se calcul6 la ingesta de agua como ml/rata/dia (Abimosleh et al., 2013;
Sing et al., 2016).

11. 6 MARCADORES BIOQUIMICOS

Un dia antes de iniciar el protocolo de dafio por AINEs (dia -1) y en el momento del
sacrificio, a los animales se les tomo, bajo anestesia con éter etilico, una muestra de
sangre de 1 ml a través de la vena caudal y sangrado por la arteria aorta abdominal,
respectivamente. Un volumen de 200 ul de sangre fue utilizado para cuantificar el valor de
hemoglobina (Hg), hematocrito (Hct), el volumen corpuscular medio (MCV), la Hg
corpuscular media (MCH) y la concentracién de Hg corpuscular media (MCHC) utilizando
el analizador hematolégico automatico Mythic 18 (Orphée Diamond, USA). De una
muestra de 800 pl de sangre, se separd el suero (para obtener unos 400 pl) mediante
centrifugacion 5223 xg durante 6 min, y se utiliz6 para medir proteina total, albumina, y
actividad alaninoaminotrasferasa (ALT), utilizando el equipo de quimica seca Vitros 5600
(Arguimed, Chile). Con los resultados que se obtuvieron para cada parametro en el dia -1
del protocolo, se establecié un rango inferior y superior en el cual podria ubicarse la
normalidad de los datos obtenidos, para ello se utilizé la media de los resultados y se les
aplicé +1 desviacion estandar (SD). Posteriormente, se determind el porcentaje de cambio
de cada marcador analizado en cada animal al dia 8, que corresponde al dia del sacrificio,

con respecto a la medicion basal del dia -1 (Singh et al., 2016).

11. 7 REGISTRO DEL PESO DE ORGANOS

El octavo dia del protocolo C y tras el sacrificio de los animales se extrajo de cada

uno el higado, bazo, estémago, intestino delgado e intestino grueso con la finalidad de
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reportar el peso relativo del érgano/peso del animal (Abimosleh et al. 2013; Singh et al.,
2016). Para ello se utiliz6 una balanza analitica (EK 1200 g, AND, Reino Unido).

11. 8 EVALUACION DEL DANO GASTROINTESTINAL

Tras el sacrificio de los animales, se procedi6 a abrir su abdomen inmediatamente
con la finalidad de extraer tanto el estbmago como el intestino delgado. Se midié la
longitud del intestino delgado, del esfinter pilorico a la valvula ileocecal. El estomago se
abrié a lo largo de su curvatura mayor, luego se lavo con PBS (0.01 M, pH=7.4). El
intestino delgado se abrié longitudinalmente a lo largo del borde anti-mesentérico y se
enjuagé también con PBS frio. En el protocolo B, tomando como punto de partida la
valvula ileocecal se diseccionaron los primeros 10 cm, sin embargo, en el protocolo C
fueron 12 cm; esto con la finalidad de cuantificar parametros bioquimicos en el tejido y
evaluar el grado de inflamacién de la mucosa intestinal. Posteriormente, para obtener una
mejor observacion de las lesiones, en ambos protocolos se fijo el resto del tejido (yeyuno
y duodeno) en formalina neutra por 24 h, se lavé con PBS (0.01 M, pH=7.4) frio y se
sumergié durante 30 min en etanol al 70% (Singh et al., 2016). Se cuantificé la cantidad
de Ulceras en estbmago e intestino por rata y el indice de lesién intestinal, el cual se
calculé determinando el area del intestino (mm?) y de todas las lesiones de cada rata,
utilizando para ello un vernier digital (Milomex, Ltd, Bedfordshire, UK). El resultado se

representé como porcentaje de intestino ulcerado por rata.

11. 9 DETERMINACION DE LiPIDOS HIDROPEROXIDOS (LOOH), MEDIANTE EL
METODO DE XILENOL — NARANJA, EN TEJIDO GASTRICO E INTESTINAL.

La peroxidacion de lipidos de membrana se determiné evaluando la concentracion
de lipidos hidroperoxidados (LOOH) totales en tejido estomacal e intestinal mediante el
método de xilenol-naranja (Nourooz-Zadeh et al., 1996), con las modificaciones
necesarias. Se obtuvo un segmento de aproximadamente 100 mg de la porcion glandular
del estomago. Se identifico la valvula ileocecal y se realiz6 un corte a los 10 cm, se midio
1 cm y se corté el segmento de intestino. Los tejidos obtenidos se homogeneizaron en
hielo utilizando 350 pl de Tris HCI (20mM, pH 7.4) con la ayuda de un homogenizador

Ultra-Turrax T10 (lka, China). Los homogeneizados de cada muestra se centrifugaron a
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2000 xg durante 5 min a 4°C (centrifuga Hermle Z3883K 220.87, Alemania) y se
recolectaron 300 pl de sobrenadante, que nuevamente fueron centrifugados a 2000 xg
durante 5 min a 4°C (centrifuga Hermle Z3883K 220.87, Alemania). Posteriormente, se
recuperaron 200 ul de cada muestra, y con la finalidad de precipitar las proteinas, se les
agreg6 sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 5% en una relacién 3:1 v/v. Las muestras se
dejaron reposar durante 15 min en hielo para facilitar la precipitacion de las proteinas y
prevenir la formacién de LOOH durante el proceso y finalmente se centrifugaron a 3000
xg durante 20 min a 4° C (centrifuga Hermle Z3883K 220.87, Alemania) (Weruaga et al.,
2002). Una vez que fueron procesadas las muestras, tal como se menciono
anteriormente, la reaccion se realizé a partir de 45 pl de tejido homogeinizado méas 55 pl
de metanol al 90%. Las muestras se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente,
para después afadirles 900 pl del reactivo para la oxidacion ferrosa en xylenol naranja
version 2 (FOX2), que se preparo a partir de dos soluciones: solucion A (sulfato ferroso de
amonio [(NHa.)2Fe(S0.)2, 250 uM] y &cido sulfarico [H2SO04, 25 mM]) y solucién B (xilenol-
naranja [100 uM] y butilhidroxitolueno [4 mM]) todo disuelto en metanol al 100% vy
nuevamente se dejé incubar durante 30 min. Las lecturas de las muestras se realizaron
utilizando el espectrofotémetro SmartSpec Plus (Bio Rad, USA) a una longitud de onda de
560 nm. Para determinar la concentracion de LOOH con la lectura de absorbancia para
cada muestra, se realizdé una curva patrén de t-Butilhidroperdxido (t-BuOOH) (figura 14).
Se prepararon muestras de 100 ul de entre 0 a 16 nmoles en metanol al 90%. A cada
muestra se agregaron 900 pl de solucion FOX2 y se incubaron durante 30 min para
posteriormente determinar la OD a 560 nm. Los resultados de cada muestra se

presentaron como nmol de LOOH/mg de tejido.
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Figura 14. Curva patrén para la determinacion de LOOH. Se prepararon 5 estddares con concentraciones
de 1, 2, 4,8y 16 nm/vol (100 uL) de t-BuOOH. La densidad Optica para cada éstadar a 560 nm de longitud de
onda se determiné luego de la reaccion de Oxido-reduccion con el método xilenol-naranja con el reactivo
FOX2. Para determinar los valores de LOOH en las muestras se empleo la ecuacion de la recta obtenida (Y =
0.037X + 0.1285). Donde Y=Absssonm Yy X=concentracion de LOOH (nmol/vol).

11. 10 DETERMINACION DE MIELOPEROXIDASA (MPO) EN TEJIDO GASTRICO E
INTESTINAL.

La actividad de la MPO en tejido se considera un indice cuantitativo de la
inflamacién en la mucosa por el infiltrado de neutréfilos y se cuantific6 en muestras de
estdbmago y yeyuno distal de acuerdo con el método descrito por Bradley y colaboradores
(1982), con las modificaciones correspondientes. Se obtuvo un segmento de
aproximadamente 100 mg de la porcion glandular del estomago. Se identificé la valvula
ileocecal y se realizé un corte a los 11 cm, se midi6 1 cm y se corté el segmento de
intestino. El segmento obtenido de estdbmago y yeyuno se homogeneizé en 500 ul de
buffer de hexadeciltrimetil bromuro de amonio (HTAB) 0.5% preparado al 0.5% en buffer
de fosfatos (50mM, pH 6.0), para después centrifugarlo a 510 xg en una centrifuga
Hermle Z3883K durante 10 min a 4°C. Posteriormente, a una alicuota del sobrenadante
(40 pl) de cada muestra, se le anadié 200 ul de una mezcla de reaccion compuesta de
dihidroclorhidrato de O-dianisidina (0.167 mg/ml) y peréxido de hidrogeno al 0.0003 % en
buffer de fosfato (50 mM, pH 6.0). Los cambios en la absorbancia se midieron a una
longitud de onda de 450 nm usando un lector de absorbancia de microplacas iMark
(BioRad, Hercules, CA, USA). Una unidad (U) de MPO se defini6 como la degradacion de
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1 pmol de peréxido de hidrogeno (H202) por minuto a 25°C, de tal forma que los datos
fueron expresados como Unidades de MPO (Hagiwara et al., 2004; Kamil et al., 2007,
Yoda et al., 2010; Hayashi et al., 2014; Pozzoli et al., 2006).

11. 11 ANALISIS POR RT-gPCR DE LA EXPRESION DE GENES INFLAMATORIOS EN
TEJIDO INTESTINAL.

Tras el sacrificio de los animales, se procedié a abrir su abdomen inmediatamente
y se identifico la véalvula ileocecal para realizar un corte a los 8 cm, se midié 1 cm y se
corté el segmento de intestino. Las muestras fueron embebidas en RNA later (Ambion,
Austin, TX, USA) y almacenadas a -80°C hasta su uso. Posteriormente, la extraccion y
purificacion de RNA se realizé mediante el kit GeneJET (Thermo Scientific, Wilmington, E.
U. A) acorde con las instrucciones del proveedor. La cuantificacion de RNA fue evaluada
usando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y su pureza se establecié6 mediante
la relacién absorbancia a longitudes de onda 260/280. La sintesis de cDNA se realiz6 con
el kit First Strand (Thermo Scientific, Wilmington, E. U. A) utilizando una transcriptasa
reversa M-MuLV en el equipo 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Para la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)
se empled el sistema Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific) en
el equipo StepOne (Applied Biosystems) con la siguiente programacion: 3 min a 94°C; 40
ciclos de 94°C/30 s, 60°C/30 s; con andlisis de desnaturalizacion a 94°C/15 s, 60°C/1 min
con lecturas cada 0.5°C de incremento y 95°C/15 s. Los oligonucle6tidos que se utilizaron
se enlistan en la tabla 4. Los datos se analizaron empleando el método 24¢t utilizando la

expresion de B-Actina como gen normalizador (Schmittgen & Livak, 2008).

Tabla 4. Oligonucleoétidos utilizados para evaluar la expresion de genesinflamatorios

Numero de
Gen Forward (Fw) Reverse (Rv) acceso
iNOS2 GATGTGCTGCCTCTGGTCCT ACTCCAATCTCGGTGCCCAT NM_012611.3
IL-18 AAATCTCACAGCAGCATCTC ACTAGCAGGTCGTCATCATC NM_031512.2

CXCL1 GCACCCAAACCGAAGTCATAG TGTTGTCAGAAGCCAGCGTT NM_030845.1

B-Act GTCGTACCACTGGCATTGTG GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA NM_031144.3
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11. 12 TIPO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE LA INFORMACION OBTENIDA

Los datos se presentaron como la media + error estandar de la media (SEM). A los
datos obtenidos se les aplicé un ANOVA con post-test de Bonferroni para comparar datos
en estudios multicomparativos, utilizando el programa estadistico GraphPad Prism

(version 6.0). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando P < 0.05.
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12. RESULTADOS

Se conoce de forma extensa que el uso de AINESs, particularmente su uso crénico,
produce diversos efectos adversos, dentro de los cuales destacan de forma formidable
complicaciones en el tracto Gl, tales como ulceras, sangrado y perforacion. Por lo tanto,
se han desarrollado diversos modelos y ensayos, que tienen como finalidad evaluar las
condiciones para generar y valorar el dafio a nivel Gl con el uso de AINEs, para
posteriormente ensayar el uso de un péptido bioactivo, ya sea sélo o combinado con un
probiético, como tratamiento profilactico en esta gastroenteropatia.

12. 1. CARACTERIZACION DE UN MODELO DE GASTROENTEROPATIA POR LA
ADMINISTRACION DE AINES EN RATA WISTAR.

12. 1. 1 SUPERVIVENCIA DE LOS ANIMALES ADMINISTRADOS CON INDO

Se realiz6 un primer protocolo (protocolo A) para el cual se administraron
diferentes dosis de INDO a los animales (4 mg/kg/dia, 6 mg/kg/dia, 8 mg/kg/dia y 10
mg/kg/dia), esto con la finalidad de evaluar su impacto en la mortandad de los animales y
determinar la dosis mas adecuada para inducir dafio a nivel gastroentérico. Ademas, se
establecié que el periodo durante el cual se administrarian las dosis dependeria de la
mortalidad que se presentara durante el transcurso del ensayo. En este sentido, el grupo
con la dosis mas alta (10 mg/kg/dia) fue el que determiné el final del protocolo, ya que
para el dia 6 su porcentaje de mortalidad fue del 100% (0% de supervivencia); ademas es
importante destacar que la supervivencia de este grupo se vio afectada a partir del dia 3
del protocolo y fue cayendo ain mas con el transcurso de los dias. El grupo CONTROL al
finalizar el ensayo (dia 6) tuvo una supervivencia del 100%, asi como también el grupo
INDO 4. El grupo INDO 6 alcanzé una supervivencia del 90%, mientras que para el grupo
INDO 8 esta fue del 80%, y para ambos grupos su porcentaje de supervivencia empezo a

verse afectada al dia 6 del protocolo (figura 15).
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Figura 15. Supervivencia en un modelo de dafio gastroentérico utilizando INDO. Se evalud la
supervivencia de los animales utilizando diferentes dosis de INDO (4mg/Kg/dia, 6mg/kg/dia, 8mg/kg/dia,
10mg/kg/dia). Ademas, se establecié que el final del protocolo tendria lugar cuando al menos uno de los

grupos alcanzara una mortalidad del 100%. N Control= 9; N INDO 4= 10; N INDO 6= 10; N INDO 8= 10; N
INDO 10= 10.

Aunque el porcentaje de supervivencia para el grupo INDO 6 e INDO 8 fue
ligeramente diferente, es decir, se observo que el grupo INDO 6 tuvo una supervivencia
del 90%, mientras en el grupo INDO 8 esta fue del 80%, es importante resaltar que en
ambos grupos la muerte de los animales se present6 el dia 6 del ensayo, motivo por el
cual se decidio realizar el protocolo B en el cual se compar6 para ambas dosis un mayor
namero de parametros relacionados con dafio Gl. Todos estos parametros en conjunto
permitieron evaluar de forma mas adecuada la gastroenteropatia inducida por el uso de

este farmaco.

Entre los parametros que se tomaron como referencia, nuevamente se incluyo el
analisis de la supervivencia que tuvieron los animales, y ya que en el protocolo anterior
esta disminuyé el dia 6, se establecié que para la induccion de dafio se administraria
INDO durante 5 dias y el dia 6 se llevaria a cabo el sacrificio de los animales. Una vez
mas se observo como la supervivencia de los animales empez6 a verse afectada al dia 6
del protocolo. El grupo CONTROL nuevamente finaliz6 con el 100% de supervivencia,

mientras que INDO 6 e INDO 8 tuvieron una supervivencia del 87.5% (figura 16).
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Figura 16. Supervivencia en un modelo de dafio gastroentérico utilizando INDO. Se evalud la
supervivencia de los animales utilizando diferentes dosis de INDO (6mg/kg/dia y 8mg/kg/dia) durante 5 dias y
al sexto dia se sacrificaron. N Control=7; N INDO 6= 8; N INDO 8= 8.

12. 1. 2 EFECTO DE LA INDO SOBRE EL CONSUMO DE ALIMENTO Y LIQUIDOS

Con los resultados que se obtuvieron de la valoracién de la ingesta media de
alimento y liquidos para el dia -1 del protocolo, se generé un rango normal esto con la
finalidad de poder definir si al dia 5 los valores de ambos parametros estaban dentro o
fuera de este rango. Se observd que el consumo de alimento de los animales en los tres
grupos (CONTROL, INDO 6 e INDO 8) fue estadisticamente igual durante las 24 h previas
a la administracion de la primera dosis de indometacina (dia -1). Sin embargo, como
puede observarse en la figura 17, el consumo promedio de alimento que presentaron los
animales administrados con indometacina tuvo una marcada disminucion para el dia 5 del
protocolo, encontrandose por debajo del rango normal establecido. Esta caida en los
valores de alimento consumido en el dia 5 fue significativamente menor en un 64.18% en
el grupo INDO 6 con respecto al CONTROL, y 57.43% mas bajo en el grupo INDO 8

también con respecto a lo reportado para el grupo CONTROL.
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Figura 17. Efecto de la administracion de INDO a los animales sobre la ingesta de alimento. Consumo
de alimento de los animales en el dia (D) -1 y 5, representado como consumo de alimento (g) de rata/dia.
*P<0.05 y **P<0.01 vs Control al D5. Linea verde= Promedio de los valores al D (-1) del protocolo; Linea
amarilla= rango inferior, que se determiné restando a la media una desviacion estandar; Linea roja: rango
superior, que se determindé sumando a la media una desviacion estandar. Control N= 7; INDO 6 N= 8; INDO 8
N=8.

También se analizé la ingesta de liquidos de los animales, con la finalidad de
evaluar si con la administracion de INDO se generaba algiin cambio. Con los datos del dia
-1 del protocolo se establecié el rango normal de ingesta de liquidos por rata. Para el dia
5 el consumo promedio de liquidos para el grupo INDO 6 e INDO 8 se encontraba por
debajo de este rango normal, sin embargo, no representd una diferencia significativa con

respecto a lo encontrado para el grupo CONTROL en ese mismo dia (figura 18).
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Figura 18. Efecto de la administracion de INDO a los animales sobre laingesta de liquidos. Consumo de
liquidos de los animales en el dia (D) -1 y 5, mismo que se representé como consumo de liquidos (ml) de
rata/dia. Linea verde= Promedio de los valores al D (-1) del protocolo; Linea amarilla= rango inferior, que se
determin6 restando a la media una desviacion estandar; Linea roja: rango superior, que se determind
sumando a la media una desviacién estandar. Control N= 7; INDO 6 N= 8; INDO 8 N= 8.

89

(o)
—



12. 1. 3EFECTO DE LA INDO SOBRE EL PESO CORPORAL

De forma similar a los cambios que se observaron en el consumo de alimento de
los animales, su ganancia de peso corporal también se vio afectada con la administracion
de indometacina. Mientras en el grupo CONTROL los animales tuvieron una ganancia de
peso de 10.13% durante 5 dias, en los grupos que recibieron indometacina (INDO 6 e
INDO 8) se observd una ganancia de peso corporal menor. El grupo INDO 6 aumenté tan
solo un 0.09% su peso corporal, lo cual significa que tuvo un incremento 99.02%
significativamente menor con respecto a lo que se reporté para el grupo CONTROL; en
cambio para el grupo INDO 8 se obtuvo una ganancia de peso corporal de 1.98%, lo cual
es un 80.43% mas bajo significativamente con respecto a lo que se obtuvo para el grupo
CONTROL (figura 19).
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Figura 19. Efecto de la administracion de INDO a los animales sobre la ganancia del peso corporal (%)
de los animales. Se registro el peso de los animales al inicio (dia 1) y final de la administracion de INDO (dia
5) y se calcul6 el % de ganancia de peso corporal. * P<0.01 vs Control; **P<0.005 vs Control. Control N= 7;
INDO 6 N= 8; INDO 8 N= 8.
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12. 1. 4 EVALUACION MACROSCOPICA DEL DANO GASTROENTERICO

Como se muestra en la Figura 20, el estbmago de los animales controles y de los
animales administrados con indometacina mostr6 un aspecto semejante, caracterizado
por un tono rosado brillante. Los animales no mostraron lesiones hemorragicas gastricas
macroscopicas detectables luego de la evaluacion visual a las dosis utilizadas de INDO (6
mg/kg/dia y 8 mg/kg/dia). Sin embargo, con relacién a la evaluacion macroscépica del

intestino, cabe mencionar que el intestino delgado de los animales del grupo CONTROL
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mostrd un aspecto normal, ya que su morfologia no presenté ningun tipo de anormalidad y
tenia su caracteristico tono rosado, asi como también una textura turgente (figura 21 A).
Sin embargo, la integridad del tejido intestinal empezé a verse comprometida como
consecuencia de la administracion de la indometaciona, de tal forma que el grupo INDO 6
e INDO 8 desarrollaron tanto ulceras como perforaciones (figuras 21 B y C,
respectivamente).

A) CONTROL C) INDO 8

:

|

Figura 20. Analisis macroscépico de tejido gastrico de animales administrados o no con indometacina.
Tras el sacrificio, se diseccioné el estmago de los animales y se evalu6 macroscopicamente. A) Grupo
CONTROL, sélo recibié el volumen correspondiente del vehiculo (Na2COs); B) Grupo INDO 6, recibid
6mg/kg/dia de INDO, durante 5 dias en Na2COs; ¢) Grupo INDO 8, recibi6 8mg/kg/dia de INDO, durante 5
dias en Na2COs. No se evidenciaron lesiones géstricas.

A) CONTROL

Figura 21. Analisis macroscépico de tejido intestinal de animales administrados o no con
indometacina. Tras el sacrificio, se disecciond el intestino delgado de los animales y se evalud
macroscopicamente. A) Grupo CONTROL, solo recibié el volumen correspondiente del vehiculo (Na2COs); B)
Grupo INDO 6, recibié 6mg/kg/dia de INDO, durante 5 dias en Na2COs; ¢) Grupo INDO 8, recibié 8mg/kg/dia
de INDO, durante 5 dias en Na2COs. Se evidenciaron diferentes lesiones intestinales como Ulceras (<) y
perforaciones («).
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Con la finalidad de evaluar cuantitativamente el dafio generado por la
indometacina a nivel intestinal, se contabilizé el nimero de Ulceras por rata y se sumo el
area de todas las zonas lesionadas por rata. En el grupo CONTROL, que Unicamente
recibié el vehiculo de Na>COs al 5%, no se desarrollé ninguna ulcera, mientras que en el
grupo INDO 6, se encontré un promedio de 6.45 Ulceras por rata y de 5.04 Ulceras por
animal en el grupo INDO 8; por lo tanto, es evidente que ambos grupos desarrollaron un
dafio importante con la administracion de la INDO (figura 22 A). En cuanto a los
resultados que se obtuvieron para el area total de tejido ulcerado por rata, se encontré
que el grupo INDO 6 tuvo un promedio de 113.12 mm?/rata y de 73.98 mm?/rata para el
grupo INDO 8, lo cual corrobora que la administracion de la INDO provoca un dafio
considerable en el intestino de los animales que recibieron ambas dosis de INDO (6
mg/kg/dia y 8 mg/kg/dia) (figura 22 B).
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Figura 22. Cantidad de Uulceras (A) y area total de tejido intestinal ulcerado/rata (B) por la
administracion de la INDO. Tras el sacrificio, se disecciond el intestino delgado de los animales y se evalué
macroscopicamente. ND = No detectado. *P<0.05 vs Control; **P<0.05 vs Control. Control N= 7; INDO 6 N=
7;INDO 8 N= 7.

Es importante mencionar que, aunque los intestinos de los animales del grupo
INDO 8 presentaron una menor cantidad de Ulceras y una menor superficie de area
ulcerada que el que recibié la dosis de 6 mg, destacé por la presencia de una gran
cantidad de perforaciones, mismas que hicieron dificil trabajar con la muestra por la

fragilidad del tejido.
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12. 1. 5 EFECTO DE LA INDO SOBRE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

La hemorragia es una de las complicaciones mas frecuentes y a la vez mas graves
gue se producen por el uso de los AINEs (Fornai et al., 2014; Singh et al., 2017). Estas
hemorragias, junto con la disfuncion intestinal que ocasiona una mala absorcion de Vit
B12 y de algunos metales como el hierro, ocasionan anemia (Morris et al., 1992; Davis &
Wallace, 1997). Por lo tanto, se determinaron los valores de Hg y Hct sanguineos de los
animales que recibieron o no indometacina. Con los resultados que se obtuvieron para
cada parametro en el dia -1 del protocolo, se establecié un rango inferior y superior, esto
con la finalidad de establecer el rango normal de Hg y Hct en rata Wistar y poder definir si
en el dia 6 los valores de estos pardmetros estaban dentro o fuera de este rango normal
establecido. Posteriormente se determind el porcentaje de cambio de Hg y Hct de cada
animal con respecto a los valores obtenidos en el dia -1. En la figura 23 A, se puede
observar como para el dia 6 los valores de Hg sanguinea en el grupo INDO 6 e INDO 8 ya
se encuentran por debajo del rango normal. Al determinar cual fue su porcentaje de
cambio se encontrd que los animales del grupo CONTROL tenian 9.25% menos Hg el dia
6 respecto al dia -1, pero estos valores en el D6 estaban dentro del rango normal para
rata Wistar. Los animales del grupo INDO 6 presentaron 39.79% menos Hg entre el dia
final e inicial del estudio, siendo esta disminucion en el % de cambio 4.30 veces
(P<0.0001) mayor que la del grupo CONTROL. El grupo INDO 8, también disminuy6
significativamente 3.52 veces mas los valores de Hg sanguinea con respecto al grupo

CONTROL, ya que mostr6 32.64% menos Hg al dia 6 que al inicio (figura 23 B).

De forma similar a los cambios que se observaron para los valores de Hg, se
encontrd que las dosis de INDO (6mg/kg/dia y 8mg/kg/dia) también afectaron los valores
de Hct en la sangre de los animales. Para el dia 6, tanto el grupo INDO 6 como el grupo
INDO 8 tuvieron niveles de Hct por debajo de los que se establecieron como rango normal
(figura 23 C). Ademas, al evaluar el porcentaje de cambio se observé que el grupo INDO
6 presentd 39.16% menos Hct al dia 6 que antes de iniciar el tratamiento, disminuyendo
significativamente el % de cambio 4.33 veces mas que el grupo CONTROL (9.04% menos
Hct al dia 6 respecto al dia 1).EIl grupo INDO 8 tuvo una disminucion 3.41 veces mayor en
el % de cambio de Hct con respecto a los de los animales del grupo CONTROL (30.91%
vs 9.04%, P<0.005) (figura 23 D).
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Figura 23. Efecto de la administracion de INDO a los animales sobre pardmetros hematoldgicos. El
porcentaje de cambio hace referencia al valor de la variable en el dia (D) del sacrificio (D 6) respecto a su
valor al inicio (D -1) del protocolo. Linea verde= Promedio de los valores al D (-1) del protocolo; Linea
amarilla= rango inferior, que se determind restando a la media una desviacion estandar; Linea roja: rango
superior, que se determiné sumando a la media una desviacion estandar. *P<0.005 vs Control; **P<0.0001 vs
Control. Para D (6), N Control N=7; N INDO 6 N=7; N INDO 8 N=7.

12. 1. 6 EFECTO DE LA INDO SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS EVALUADOS
EN SUERO

Ademas de las pruebas hematoldgicas anteriores, se realizaron también estudios
bioquimicos en muestras de suero con la finalidad de evaluar los siguientes parametros:
proteinas totales, albiumina y ALT; Se evaluaron los niveles de las proteinas totales y
albumina, ya que se ha reportado por otros autores que en modelos de dafio por AINEs
se produce una hipoproteinemia e hipoalbuminemia a causa de las hemorragias
intestinales que ocasiona esta gastroenteropatia (Fornai et al., 2013; Singh et al., 2017).
Ademas, como causa de la inflamacion hay un aumento en la permeabilidad vascular

intestinal, que aunado a la alteracion de la barrera de la mucosa genera una perdida de

94

(o)
—



proteinas totales y albumina, considerandose como una enteropatia con pérdida de
proteina por via gastrointestinal (Levitt & Levitt, 2017; Yu & Lin, 2014). Ademas, se
analizaron los niveles de la ALT ya que permite establecer si existe algun dafio a nivel

hepatico como consecuencia de la circulacion enterohepética de la INDO.

Los resultados que se obtuvieron para las proteinas totales mostraron una
disminucion importante en los valores en los grupos INDO 6 e INDO 8 con respecto a los
reportados para el grupo CONTROL, ya que al igual que en las graficas de Hg y Hct, los
valores obtenidos para el dia 6 del protocolo estaban por debajo del rango establecido
como normal (figura 24 A). El grupo INDO 6 mostré 13.61% y el grupo INDO 8 22.89%
menos proteinas totales en suero el dia 6 respecto al dia -1, indicando que los animales
tenian hipoproteinemia, con porcentajes de cambio a lo largo del tiempo
significativamente diferentes a los del grupo CONTROL (9.65% mas proteinas totales en
dia 6 respecto al -1) (figura 24 B). En los resultados de los valores de albumina, también
se observaron cambios importantes en los grupos INDO 6 e INDO 8 con respecto a los
gue se encontraron en el grupo CONTROL, pues los valores obtenidos en los animales
adminstrados con indometacina estaban por debajo del rango normal establecido (figura
24 C). Ademas, tal y como se muestra en la figura 24D, los animales del grupo INDO 6 e
INDO 8 presentaron 27.34% y 30.71% menos albumina, respectivamente, al final del
estudio que al incio, indicando hipoalbuminemia. Estos valores de % de cambio fueron
significativamente diferentes a los del grupo CONTROL, ya que en este grupo se aumento

un 12.52% la albimina en sangre.

Por otro lado, quedé descartado que la administracion de la INDO ocasionara dafio
hepatico, ya que al evaluar los resultados obtenidos para ALT se observé que los datos
del dia -1 y del dia 6 estaban dentro del rango para los tres grupos de animales; de tal
modo que, al analizar la razén de cambio, no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre ninguno de los grupos (figura 24 Ey F).
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Figura 24. Efecto de la Efecto de la administracién de INDO a los animales sobre parametros en suero.
El porcentaje de cambio hace referencia al valor de la variable en el dia (D) del sacrificio (D 6) respecto a su
valor al inicio (D -1) del protocolo. Linea verde = Promedio de los valores al D (-1) del protocolo; Linea
amarilla= rango inferior, que se determiné restando a la media una desviacion estandar; Linea roja: rango
superior, que se determin6é sumando a la media una desviacion estandar. *P<0.01 vs Control; **P<0.0001 vs
Control. Para D (6), Control N=7; INDO 6 N=7; INDO 8 N=7.
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12. 1. 7 DETERMINACION DE LOOH EN MUESTRAS DE TEJIDO GASTRICO E
INTESTINAL

Durante la respuesta inflamatoria, los neutréfilos son reclutados al tejido y una vez
gue son activados crean un ambiente citotoxico al liberar sustancias quimicas nocivas
como ROS, los cuales pueden reaccionar con los acidos grasos poliinsaturados de la
membrana de la mucosa, lo que favorece la peroxidacion de lipidos y dafio a nivel tisular
(Davies & Wallace, 1997; Nathan, 2002; Dauphine & Karsan, 2010). Por lo tanto, al
evaluar la cantidad de LOOH se pretende determinar de manera indirecta la produccion
de ROS en la mucosa por el uso de INDO y el dafio que estos han generado en
membranas celulares. En el estébmago, la administracion de ambas dosis de INDO (6
mg/kg/dia y 8 mg/kg/dia) incremento la cantidad de LOOH en el tejido gastrico de los
animales, de tal modo que, se observo que el grupo INDO 6 incrementd significativamente
8.99 veces estos valores con respecto a los encontrados para el grupo CONTROL, vy el
grupo INDO 8 los aument6 de forma significativa 8.80 veces también tomando como
referencia al grupo CONTROL (figura 25 A). Sin embargo, como ya se menciond antes,
estos datos no reflejan un dafio macroscépico en el estbmago, pues no se encontraron
lesiones ulcerosas. En cuanto a los resultados que se obtuvieron para el intestino, se
encontrd que el grupo INDO 6 tuvo un incremento de 2.34 veces en la cantidad de LOOH,
lo cual fue estadisticamente significativo comparado con el grupo CONTROL; sin
embargo, al analizar los datos obtenidos para el grupo INDO 8 no se encontré que el
incremento de la concentracion de LOOH en el tejido (1.28 veces) fuera significativo con
respecto a lo reportado para el grupo CONTROL, pero si fueron estadisticamente
diferentes a los encontrados en el grupo INDO 6, ya que este grupo tuvo un incremento
en la produccion de LOOH en el tejido intestinal 1.83 veces mayor que los que se

encontraron en el grupo INDO 8 (figura 25 B).
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Figura 25. Determinacién de LOOH en tejido estomacal (A) e intestinal (B). Se evalué la cantidad de
LOOH en un grupo de animales que sirvio como control y en otros grupos que recibieron dosis diferentes de
INDO (6mg/kg/dia y 8mg/kg/dia) durante 5 dias. *P<0.005 vs Control; #P<0.01 vs INDO 6. Control N= 7; INDO
6 N=7; INDO 8 N=7.

12. 2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON GMP, SOLO O COMBINADO CON
PROBIOTICOS (LGG), SOBRE EL DANO GASTROENTERICO INDUCIDO POR AINES
EN RATA WISTAR.

Una vez concluido el protocolo B, los resultados indicaron que la administracion de
indometacina con ambas dosis (6 mg/kg/dia y 8 mg/kg/dia), durante un periodo de 5 dias,
inducia en los animales mayor dafio a nivel entérico, que gastrico. La supervivencia en
ambos grupos fue de 87.5%, sin embargo, se observo que con la dosis de 6 mg/kg/dia los
animales desarrollaron un mayor numero de Ulceras, mientras que con la dosis de 8
mg/kg/dia el dafio se caracteriz6 por la presencia de perforaciones. Por lo cual, se realizé
un protocolo C con la finalidad de evaluar el efecto del GMP, solo o combinado con LGG
como probiético, sobre el dafio Gl inducido por AINEs, en el cual tomando en
consideracioén los resultados del protocolo B se opté por utilizar la dosis de 6 mg/kg/dia de
indometacina para la induccién del modelo de dafio. EI GMP se administré en dosis de
500 mg/Kg/dia desde 7 dias antes de iniciar el desarrollo del modelo (dia -7) y hasta el dia
7 del protocolo. El LGG se administré una vez por dia, de manera conjunta con el GMP,
con una concentracion final de 1 x 10° células/ml. Los animales recibieron el tratamiento
de GMP y LGG 4 horas previas a la administracion de la indometacina y se decidio que la
induccién de dafio tendria una duracién de 7 dias, en lugar de 6, para observar si era
posible inducir dafio a nivel gastrico. En cuanto a los parametros que se evaluaron, se

incluyeron los mismos del protocolo B, sin embargo, se agregd también el analisis de la
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enzima MPO, tanto en muestras de tejido intestinal como gastrico, la evaluacién del peso

de 6rganos y la expresion de genes inflamatorios en tejido intestinal.

12. 2. 1 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE LOS
ANIMALES

En el protocolo C una vez mas se incluyé el andlisis de la supervivencia que
tuvieron los animales y se observaron cambios con respecto a lo reportado de forma
previa para el protocolo A y B. En ambos protocolos, con la dosis de 6mg/Kg/dia, la
muerte de los animales se present6 de forma inicial el dia 6 del ensayo, sin embargo, para
este protocolo en el grupo INDO (que recibié 6mg/kg/dia) la supervivencia de los animales
empez6 a verse afectada a partir del dia 5, de modo que, para el dia 7 del ensayo el
grupo ya contaba con una mortalidad del 21.42% (78.58% de supervivencia). El grupo
CONTROL nuevamente tuvo una supervivencia del 100%. En cuanto al grupo INDO +
GMP e INDO + GMP/LGG también se observo una supervivencia del 100% al finalizar con
el ensayo, por lo tanto, se deduce que los pretratamientos con GMP o GMP/LGG estan
protegiendo a los grupos, incluso a pesar de recibir también la INDO, ya que su
supervivencia se vio menos afectada que en el grupo que recibié tnicamente INDO (figura
26).
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Figura 26. Efecto del GMP, solo o combinado con LGG, en la supervivencia de animales con dafio Gl
por la administracion de indometacina. Se evalu6 la supervivencia de los animales utilizando como AINES
INDO a una dosis de 6 mg/kg/dia. El GMP y el LGG se administraron desde 7 dias antes de iniciar el
desarrollo del modelo (dia -7) y hasta el dia 7 del protocolo de induccién de dafio y al octavo dia los animales
fueron sacrificados. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.
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12. 2. 2 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL CONSUMO DE ALIMENTO.

La ingesta de alimento que se observé en los cuatro grupos (CONTROL, INDO,
INDO + GMP e INDO + GMP/LGG) fue estadisticamente igual durante las 24 h previas a
recibir la primera dosis de indometacina (dia -1). Sin embargo, tal como puede observarse
en la figura 27, para el dia 7 del protocolo el grupo inducido con indometacina tuvo una
disminucién significativa del 36.68% en su consumo promedio de alimento, esto con
respecto a lo reportado para el grupo CONTROL. En cuanto a los valores de alimento
consumido en los grupos INDO + GMP e INDO + GMP/LGG se encontrd que tuvieron una
ingesta promedio igual al grupo CONTROL; de tal modo que también se observé como en
ambos hubo un consumo estadisticamente mayor con respecto al grupo INDO, siendo de
54.96% y 60.52% respectivamente. Por otro lado, debido a que en el protocolo B no se
observaron cambios estadisticamente significativos en la ingesta de liquidos, se omitié su

analisis para este ensayo.
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Figura 27. Consumo de alimento en ratas con gastroenteropatia por el uso de indometacina y efecto
del tratamiento con GMP solo o combinado con LGG. Consumo de alimento de los animales en el dia (D) -
1y 7, representado como consumo de alimento (g) de rata/dia. *P<0.01 vs CONTROL,; #<P0.01, ##P<0.005
vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.

12. 2. 3 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO CORPORAL DE LOS
ANIMALES.

En cuanto a la ganancia de peso corporal que tuvieron los animales, esta se vio

afectada con la administracion de indometacina, ya que mientras en el grupo CONTROL
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los animales tuvieron una ganancia de peso de 12.11%, el grupo INDO tan solo
incremento un 2.85%, lo cual significa que este incremento fue significativamente menor
(4.24 veces) con respecto al grupo CONTROL. De forma similar a los cambios que se
reportaron en el consumo de alimento de los animales, los grupos que recibieron el
tratamiento profilactico (INDO + GMP e INDO + GMP/LGG) no se vieron afectados en su
ganancia de peso corporal al recibir las dosis de indometacina; ambos grupos
mantuvieron de forma normal su ganancia de peso corporal y aunque da la impresion de
que fue mayor a lo reportado para el grupo CONTROL, no se encontraron cambios
significativos entre los tres grupos (CONTROL, INDO + GMP e INDO + GMP/LGG). El
grupo INDO + GMP increment6 su peso corporal un 15.97%, lo cual significa que tuvo un
aumento de peso 5.60 veces significativamente mayor con respecto a lo reportado para el
grupo INDO; en cambio para el grupo INDO + GMP/LGG el incremento del 16.64% fue
estadisticamente mayor 5.83 veces con relacién al obtenido en el grupo INDO (figura 28).
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Figura 28. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con LGG, sobre la ganancia del peso
corporal (%) de los animales administrados con indometacina. Se registr6 el peso de los animales al
inicio (dia 1) y final de la administracion de INDO (dia 7) y se calculé el % de ganancia de peso corporal. *
P<0.01 vs Control; #P<0.0001 vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO +
GMP/LGG N= 18.

Es importante destacar que la induccion de dafio con el farmaco no provocé una
disminucion en el peso de los animales, sino mas bien, ocasioné que el grupo INDO
tuviera un estancamiento en su ganancia de peso corporal, mientras los otros tres grupos
(CONTROL, INDO + GMP e INDO + GMP/LGG) mantuvieron su desarrollo de forma

normal (figura 29).
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Figura 29. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con LGG, sobre la ganancia de peso
corporal (%) de los animales administrados con indometacina. Se registro el peso de los animales
durante la induccion del dafio con indometacina cada dia (D1-D6) y se calculd el porcentaje de ganancia de
peso corporal diario. *P<0.01, **P<0.01, ***P<0.0001 vs Control; #P<0.0001 INDO + GMP e INDO +
GMP/LGG vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.

12. 2. 4 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LAS LESIONES EN TEJIDO
INTESTINAL DE RATAS ADMINISTRADAS CON INDOMETACINA.

La dosificacion de indometacina en los grupos INDO, INDO + GMP e INDO +
GMP/LGG no ocasioné lesiones gastricas detectables luego de la evaluacién visual. En
cuanto a la evaluacibn macroscopica del intestino, cabe mencionar que el intestino
delgado de los animales del grupo CONTROL mostré6 un aspecto normal, ya que su
morfologia no presenté ningun tipo de anormalidad y tenia su caracteristico tono rosado,
asi como también una textura turgente (figura 30 A). Sin embargo, la integridad del tejido
intestinal empez6 a verse comprometida en el grupo INDO, de modo que la induccién con
el farmaco ocasion6 eritema y Ulceras (figuras 30 B). Los grupos tratados de forma
profilactica con GMP y GMP/LGG, desarrollaron menor dafio que el grupo INDO , de
modo que el tejido intestinal de los animales que pertenecian al grupo INDO + GMP se
asemejaba en gran medida a lo reportado para el grupo CONTROL, pues no habia
anormalidades visibles en su estructura, su color era rosado y también tenia una textura

turgente (figura 30 C); en la morfologia intestinal del grupo INDO + GMP/LGG el dafio
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también fue evidentemente menor, incluso aunque se observd presencia de eritema
(figura 30 D).

A) CONTROL

C) INDO + GMP

D) INDO + GMP/LGG

Figura 30. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre el dafio macroscépico
intestinal causado por la administracién de la indometacina. Tras el sacrificio, se diseccioné el intestino
delgado de los animales y se evalué macroscépicamente. A) Grupo CONTROL, recibié 1 ml de agua potable
estéril y 4 h después 1ml de Na2COs al 5 % via oral; B) Grupo INDO, recibié 1 ml de agua potable estérily 4 h
después 6 mg/Kg de indometacina en Na2COs al 5 % via oral; C) Grupo INDO + GMP, recibié 500 mg/Kg/dia
de GMP y 4 h después 6 mg/Kg de indometacina en Na2COs al 5 % via oral; D) Grupo INDO + GMP/LGG,
recibié 500 mg/Kg/dia de GMP y 1x10° células/rata/dia y 4 h después 6 mg/Kg de INDO en Na2COs al 5 %,
todo mediante via oral. Se evidenciaron diferentes lesiones intestinales como eritema (<) y Ulceras («).

Posteriormente, para evaluar cuantitativamente el dafio generado por la
indometacina a nivel intestinal, se determiné el area de las Ulceras por area de intestino.
En el grupo CONTROL, que Unicamente recibié el vehiculo (Na2COs al 5%) no se detecto
dafio, mientras que en el grupo INDO, el dafio fue 4.38 veces mayor con respecto al que
se encontrd en los animales del grupo CONTROL. El grupo INDO + GMP no desarrollo
dafio macroscopicamente visible, y aunque en el grupo INDO + GMP/LGG se encontr6 un
poco de eritema y algunas ulceras, el dafo fue significativamente menor a lo que se
encontré en el grupo INDO. Por lo tanto, se corroboré una vez mas que la administracion
de la indometacina provoca un dafio considerable en las ratas que recibieron dosis del
farmaco, sin embargo, aquellos animales que fueron tratados de forma profilactica con
GMP y GMP/LGG mantuvieron integra la morfologia de su tejido intestinal (figura 31).
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Figura 31. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre el area de intestino
ulcerado en ratas administras con indometacina. Tras el sacrificio, se diseccioné el intestino delgado de
los animales y se midi6 el &rea de tejido ulcerado. ND= No detectado. *P<0.0001 vs CONTROL; #P<0.0001 vs
INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.

12. 2. 5 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL PESO DE ORGANOS EN
RATAS ADMINISTRADAS CON INDOMETACINA.

Durante la respuesta inflamatoria se produce una acumulacién de liquido y plasma
en el tejido afectado, de modo que el incremento de peso de los 6rganos con frecuencia
indica un dafio o anormalidad anatémica. Por lo tanto, se midi6 el peso del bazo, higado,
estdbmago, intestino delgado e intestino grueso para evaluar si la administracion de la
indometacina ocasiona cambios en su peso. Estos érganos fueron seleccionados porque
ya se ha reportado de manera previa que el farmaco al ser un AINEs suele ocasionar
efectos adversos principalmente a nivel Gl, asi como también, un incremento en el peso
de 6rganos viscerales y Gl (Abimosleh et al., 2013). Los resultados mostraron que no
hubo cambios estadisticamente significativos en el peso del bazo e higado (datos no
mostrados); sin embargo, el peso del estbmago en el grupo INDO incrementd un 8.49%,
sin llegar a ser significativo conrespecto al CONTROL. En cuanto a los resultados
observados para el grupo INDO + GMP, se observé que disminuyé significativamente
16.86% con respecto a los datos que se tuvieron para el grupo INDO; mientras tanto, el
grupo INDO + GMP/LGG mostr6é una tendencia por disminuir su peso, respecto al peso
del estbmago en los animales del grupo INDO, pero el cambio no llego a ser significativo
(figura 32).
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Figura 32. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre el peso del estomago
en ratas administras con indometacina. Los resultados se reportaron como peso del estbmago/peso del
animal. #P<0.01 vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.

Con relacion al intestino, se observé que la indometacina modificé el peso del
intestino delgado con respecto a los resultados encontrados para el grupo CONTROL. En
cuanto a los animales que recibieron indometacina pero que de forma previa también
recibieron un tratamiento profilactico (GMP y GMP/LGG), no se encontré un incremento
en el peso del intestino delgado, por el contrario, el peso de ambos fue significativamente
menor a lo que se observo en el grupo INDO y semejantes a los del grupo CONTROL. El
peso del intestino delgado de los animales del grupo INDO tuvo un incremento
significativo del 42.92% respecto al grupo CONTROL, sin embargo, los valores
encontrados en el grupo INDO + GMP e INDO + GMP/LGG fueron 25.84% y 36.02%
menores, respectivamente, alcanzando valores semejantes a los del grupo CONTROL
(figura 33). Ademas, se encontr6 que las dosis de indometacina no provocarén ningun tipo

de cambio sobre la longitud del intestino delgado (resultados no mostrados)
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Figura 33. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre el peso del intestino
delgado en ratas administras con indometacina. Los resultados se reportaron como peso del
intestino/peso del animal. *P<0.005 vs CONTROL; #P<0.005; ##P<0.0001 vs INDO. CONTROL N= 14; INDO
N=10; INDO + GMP N=18; INDO + GMP/LGG N= 18.
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De forma similar a los cambios que se reportaron en el peso del intestino delgado
de los animales, se encontré un aumento significativamente importante del 59.62% en el
peso del intestino grueso en el grupo INDO con respecto al CONTROL. Igualmente, el
peso del intestino grueso de los grupo INDO + GMP e INDO + GMP/LGG fue 27.46% y
39.08% significativamente menor, respectivamente, a los del grupo INDO y semejante a
los del grupo CONTROL (figura 34).
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Figura 34. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre el peso del estomago
en ratas administras con indometacina. Los resultados se reportaron como del intestino/peso del animal.
*P<0.0001 vs CONTROL,; #P<0.01, ##P<0.0001 vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N=
18; INDO + GMP/LGG N= 18.

12. 2. 6 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS EN RATAS ADMINISTRADAS CON INDOMETACINA.

En el protocolo B, se encontr6 que los animales tenian una disminucion
significativa en los valores de Hg y Hct cuando eran dosificados con indometacina durante
un periodo de 5 dias. Por lo tanto, se decidié volver a tomar en consideracion ambos
parametros para evaluar si el tratamiento con GMP y GMP/LGG disminuian la
hemorragia, que es una complicacion de las mas habituales por el uso de los AINEs
(Singh et al., 2017; Fornai et al., 2013). Sin embargo, ya que la disminucién en los niveles
de ambos parametros (Hg y Hct) podria vincularse con una disfuncién en la mucosa
intestinal que altera la absorcién de hierro (anemia ferropénica) y vitamina B12 (anemia
perniciosa) se llevo a cabo un andlisis de los indices de Wintrobe (MCV, MCH y MCHC)
ya que indican con precisién cuanto mide en promedio un eritrocito en volumen, peso y
concentracion de Hg (Torrens., 2015). Nuevamente, con los resultado obtenidos durante

el dia -1 se establecié un rango normal de Hg y Hct, asi como también de MCV, MCH y
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MCHC en las ratas Wistar; esto se logré utilizando la media de los valores obtenidos, y
aplicando 1 desviacién estandar para determinar el rango tanto inferior como superior de
los valores, de modo que, al dia 8 del protocolo se evaluaron los resultados obtenidos, asi
como también el porcentaje de cambio que tuvieron los animales para los valores de Hg,
Hct, HCV, MCH y MCHC (figura 35 Ay C; 36 A, C y E, respectivamente). En la figura 35
A, se puede observar como para el dia 8 los valores de Hg sanguinea en el grupo INDO
estuvieron por debajo del rango normal, mientras que en los grupos que recibieron los
tratamientos, los valores se acercaron o incluso alcanzaron el rango normal. Asi, al
determinar su porcentaje de cambio se encontré que los animales del grupo INDO
disminuyeron 39.35% sus valores de Hg, lo cual represent6 un cambio significativo con
respecto al grupo CONTROL. El grupo INDO + GMP disminuy6 tan solo 8.49%, mientras
en el grupo INDO + GMP/LGG el porcentaje de cambio fue positivo, con 1.09% mas Hg el
dia final respecto al incial, siendo en ambos caso significativamente menor la disminucion
en los valores de Hg que la del grupo INDO. Es importante mencionar que los niveles de
Hg de los animales del grupo INDO + GMP/LGG fueron significativamente mayores
respecto a los del grupo INDO + GMP. De igual modo, se encontr6 que la dosis de
indometacina (6 mg/Kg/dia) también afect6 los niveles de Hct en la sangre de los
animales, ya que para el dia 8, el grupo INDO tuvo 37.91% menos Hct en el dia 8
respecto al dia inicial, valores significativamente menores que los del grupo CONTROL.
Por otro lado, nuevamente se observé que los grupos con tratamiento profilactico (INDO +
GMP e INDO + GMP/LGG) disminuyeron muy poco sus valores, ya que en el grupo INDO
+GMP el porcentaje de cambio fue de 6.62% menos Hct al dia 8 respecto al dia 1,
mientras en el grupo INDO +GMP/LGG fue de 1.35% mas Hct al final que al inicio del
protocolo, lo cual significa que los valores de ambos grupos fueron significativamente mas
altos que lo reportado en el grupo INDO. También para los valores de Hct se encontr6é que
los resultados obtenidos para el grupo INDO + GMP/LGG fueron estadisticamente mas
altos que los encontrados para el grupo INDO + GMP (figura 35 D).
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Figura 35. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre parametros
hematolégicos evaluados en ratas administras con indometacina. El porcentaje de cambio hace
referencia al valor de la variable en el dia del sacrificio (D8) respecto a su valor al inicio (D-1) del protocolo.
Linea verde= Promedio de los valores al dia -1 del protocolo; Linea amarilla= rango inferior, que se determino
restando a la media una desviacién estandar; Linea roja: rango superior, que se determindé sumando a la
media una desviacion estandar. *P<0.0001 vs CONTROL; #P<0.0001 vs INDO; +P<0.01, ++P<0.005 vs INDO
+ GMP. Para D8, CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.

En cuanto a los resultados obtenidos para el analisis de MCV, MCH y MCHC se
encontré que los valores en los animales admnistrados con indometacina con o sin
tratamiento se encontraron dentro del rango establecido como normal para nuestros

animales de experimentacion (tabla 5).
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Tabla 5. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG,

sobre los indices de Wintrobe
MCV

CONTROL INDO INDO+GMP INDO+GMP/LGG
D (-1) 65.5+0.63 63.5+0.53  63.9+0.58 63.8+0.55

D (8) 64.1+0.58 63.2+0.82  64.9+0.69 63.3+0.63
Rango Normal 61.8-66.6
MCH
CONTROL INDO INDO+GMP INDO+GMP/LGG
D (-1) 21.5+0.21 20.9+0.27 21+0.21 21.2+0.22
D (8) 21.5+0.20 20.2+0.28  20.9+0.22 21+0.26
Rango Normal 20.2-22.1

MCHC

CONTROL INDO INDO+GMP INDO+GMP/LGG
D (-1) 32.8£0.14 32.8+0.18  32.9+0.14 33.3+£0.13
D (8) 33.5+0.07 32.1+0.20  32.2+0.13 33.2+0.16
Rango Normal 32.3-33.6

12. 2. 7 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS
EVALUADOS EN SUERO DE RATAS ADMINISTRADAS CON INDOMETACINA.

Al igual que en el protocolo B, se realizaron los estudios bioquimicos para
proteinas totales, albumina y ALT, ya que se ha reportado que son buenos indicadores de
la gastroenteropatia que ocasiona el uso de los AINEs (Fornai et al., 2013; Singh et al.,
2017); y de igual modo, se establecio para todos los parametros un rango de normalidad
tomando como referencia los valores que se obtuvieron durante el dia -1 del ensayo,
utilizando la media de los valores obtenidos, y aplicando +1 desviacién estandar para
determinar el rango tanto inferior como superior de los valores, asi como también el
porcentaje de cambio que tuvieron los animales. Los resultados del dia 8 del protocolo
para las proteinas totales, mostraron una disminucion significativa de los valores del grupo
INDO, con respecto a los valores reportados para el grupo CONTROL. En el grupo INDO
hubo 9.19% menos proteinas totales en el dia 8 respecto al dia inicial. En cambio, los
grupos con el tratamiento de GMP y GMP/LGG tuvierdn un porcentaje de cambio positivo
con respecto al grupo INDO, de modo que se encontré 12. 27% y 5.55% mas proteinas
totales en suero, respectivamente, el dia final con relacion al inicial (figura 36 Ay B). Asi
mismo, la dosis de indometacina (6mg/Kg/dia) también disminuyé los valores de
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albumina, ya que para el dia 8 el grupo INDO tuvo 16.81% menos albumina respecto al
dia inicial, valor que fue significativamente menor al reportado para el grupo CONTROL,;
por otro lado, se encontr6 que los grupos INDO + GMP e INDO + GMP/LGG
incrementaron de manera significativa los valores de albumina sérica, con relacién a lo
reportado para el grupo INDO (figura 36 C y D). Al disminuir los valores séricos de la
albumina y de las proteinas totales, tras la administracion de la INDO, es posible asociar
gue la disminucién de estos parametros y la de los valores reportados para Hg y Hct es
causada por las hemorragias intestinales que son tan caracteristicas de la
gastroenteropatia por el uso de AINEs. Ademas, se descarta que el farmaco ocasionara
dafio hepatico, ya que al evaluar los resultados obtenidos para ALT se observé que los
dato del dia -1 y del dia 8 estaban dentro del rango de normalidad, de modo que, al
analizar la razén de cambio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

para ninguno de los grupos (figura 36 Ey F).
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Figura 36. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre pardmetros evaluados
en suero de ratas administras con indometacina. El porcentaje de cambio hace referencia al valor de la
variable en el dia del sacrificio (D8) respecto a su valor al inicio (D-1) del protocolo. Linea verde= Promedio de
los valores al dia -1 del protocolo; Linea amarilla= rango inferior, que se determind restando a la media una
desviacion estandar; Linea roja: rango superior, que se determind sumando a la media una desviacion
estandar. *P<0.05 vs Control; #P<0.05, ##P<0.001, ###P<0.0001 vs INDO. Para D8, CONTROL N= 14;
INDO N=10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.
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12. 2. 8 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA DETERMINACION DE MPO EN
MUESTRAS DE TEJIDO GASTRICO E INTESTINAL DE RATAS ADMINISTRADAS
CON INDOMETACINA.

En la enteropatia por AINEs se produce un incremento en la extravasacion de
neutrdéfilos; éstos una vez que son activados transmigran a través del endotelio en el tejido
inflamado y por medio de un proceso que se conoce como degranulacién crean un
ambiente citotéxico liberando sustancias quimicas nocivas, muchas de ellas almacenadas
en los granulos citoplasmaticos, de modo que, generan un potente estallido respiratorio en
el que juega un papel muy importante la enzima MPO (Davies & Wallace, 1997;
Headland, & Norling, 2015). Los neutréfilos contienen la enzima MPO en sus granulos
azurofilos, por lo que el andlisis de la actividad MPO es indicativo de la cantidad de
neutrofilos que se han infiltrado al tejido. En las pruebas realizadas al tejido gastrico para
evaluar la presencia de MPO, no se encontraron cambios significativos entre los grupos
(figura 37 A). En el tejido intestinal la actividad de la enzima MPO, fue evidentemente
mas alta en el grupo INDO con respecto al grupo CONTROL, ya que en el grupo que
recibié indometacina tuvo un incremento significativo de 2.95 veces con respecto a los
datos encontrados para los animales del grupo CONTROL. En cuanto a los animales que
fueron tratados con GMP, se encontré que la actividad de la enzima disminuy6 de forma
significativa un 70.04% con respecto a lo que se observé para el grupo INDO, sin
embargo, en el grupo INDO + GMP/LGG, no se encontré ninglin cambio estadisticamente

significativo con respecto a lo reportado para el grupo INDO (figura 37 B).
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Figura 37. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre la actividad de la
enzima MPO en tejido estomacal (A) e intestinal (B) de ratas administradas con indometacina. Se
evalué la actividad de la enzima MPO en un grupo de animales que recibieron un tratamiento profilactico con
la finalidad de evaluar de manera indirecta la presencia de neutréfilos. *P<0.05 vs CONTROL; #P<0.05 vs
INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG N= 18.
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12. 2. 9 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA DETERMINACION DE LOOH
EN MUESTRAS DE TEJIDO GASTRICO E INTESTINAL DE RATAS ADMINISTRADAS
CON INDOMETACINA.

La determinacion de LOOH mediante el método xilenol-naranja demostré ser
bastante eficiente durante el protocolo B, por lo cual, se opt6 por utilizarla para evaluar si
el tratamiento con GMP y GMP/LGG disminuia la produccion de estas sustancias
quimicas. En el estobmago, la administracion de indometacina incrementd
significativamente 1.51 veces la produccion de LOOH en el tejido gastrico de los animales
del grupo INDO con respecto al CONTROL, sin embargo, en los grupos que recibieron
indometacina y de forma previa fueron tratadas con GMP y GMP/LGG hubo una
disminucion significativa en cuanto a la produccién de LOOH, de modo que, el grupo
INDO + GMP disminuyé 53.10%, mientras en el grupo INDO + GMP/LGG esta
disminucion fue del 60.23% respecto al grupo INDO (figura 38A). En cuanto a los
resultados que se obtuvieron para el intestino, se encontré que el grupo INDO tuvo un
incremento estadisticamente importante que fue de 2.76 veces con respecto a los
animales del grupo CONTROL. Los animales del grupo INDO + GMP e INDO +
GMP/LGG, tuvieron una cantidad significativamente menor de LOOH en el tejido intestinal

gue fue de un 51.96% y 58.87% menos, respectivamente (figura 38B).
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Figura 38. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre los nievles de LOOH
en tejido estomacal (A) e intestinal (B) de ratas administradas con indometacina. Se evalué la cantidad
de LOOH en un grupo de animales que recibieron un tratamiento profilactico con la finalidad de evaluar si
tenia la capacidad de atenuar la produccién de ROS en la gastroenteropatia por el uso de AINES. *P<0.005
vs CONTROL; #P<0.0001 vs INDO. CONTROL N= 14; INDO N= 10; INDO + GMP N= 18; INDO + GMP/LGG
N=18.
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12. 2. 10 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LA EXPRESION DE GENES
INFLAMATORIOS EN TEJIDO INTESTINAL DE RATAS ADMINISTRADAS CON
INDOMETACINA.

Con la finalidad de evaluar el grado de inflamacion que ocasiona el uso de la
indometacina y si los tratamientos profilacticos (GMP y GMP/LGG) podian atenuar esta
respuesta, se decidié evaluar la expresion de CXCL-1 (quimioatractante de neutrofilos)
(Ley., 2008; Dembic., 2015; Sawant et al., 2016), IL-1B (citocina pro-inflamtoria) (Lopez-
Castejon & Brough, 2011; Dinarello., 2017) e iINOs (enzima involucrada en el estallido
respiratorio) (Mollace., 2005; Zha et al., 2010).

En el grupo INDO se observé un incremento estadisticamente significativo en la
expresion de CXCL-1 de 6.37 veces respecto al grupo CONTROL; ademas al evaluar la
expresion de IL-1p e iINOS, se encontré que su expresion se encontraba aumentada de
forma significativa (13. 88 y 18.19 veces, respectivamente) en los animales que recibieron
las dosis de indometacina con respecto a los niveles de expresidon que se encontraron en
los del grupo CONTROL. El tratamiento con GMP favorecio la disminucién de la expresion
de los mMRNA de CXCL-1, IL-1B e INOS, encontrandose una disminucion significativa del
43.91%, 75.46% y 80.37%, respectivamente, al comparar con el grupo INDO. Ademas, la
reduccioén significativa de la expresion de estos genes proinflamatorios se mantuvo con la
coadministracion de GMP y LGG al lograr porcentajes de disminucion de 63.24%, 81.46%
y 89.58% respecto al grupo INDO, sin observar una mejora en el efecto con respecto al

obtenido al tratar a los animales unicamente con GMP (figura 39).
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Figura 39. Efecto del tratamiento con GMP, solo o combinado con el LGG, sobre la expresion de genes
inflamatorios en ratas administradas con indometacina. *P<0.001, **P<0.0001 vs CONTROL; #P<0.05,
##P<0.01, ###P<0.0001 vs INDO. CONTROL N=5; INDO N=5; INDO + GMP N=5; INDO + GMP/LGG N= 5.




13. DISCUSION

La estructura anatomica de la mucosa Gl esta integrada por diversos componentes
que la protegen ante su frecuente exposicion a sustancias con un amplio rango de
temperaturas, pH y osmolaridad, asi como también a sustancias con acciones
detergentes o citotoxicas y productos bacterianos capaces de inducir respuestas
inflamatorias (Wallace, 2008). Sin embargo, es erroneo suponer que la barrera Gl es
totalmente impenetrable, ya que son diversos los agentes que pueden provocar un
desequilibrio, de modo que la mucosa sea mas susceptible a las lesiones; algunos a
mencionar son farmacos anticancerigenos, compuestos bifosfonatos y AINES, asi como
también compuestos que causen irritacidon al tejido (alcohol, radicales libres, etc.)
(Wallace, 2001).

Mas de 30 millones de personas en el mundo recurren al uso de AINEs cada dia,
ya que, por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias se indican de
forma amplia como una opcion de tratamiento en condiciones reumaticas Yy
musculoesqueléticas (artritis reumatoide y osteoartritis), desordenes cerebrovasculares y
como analgésicos en el tratamiento del dolor de origen variable (Davies & Wallace, 1997;
Kamil et al., 2007; Sivalingam et al., 2007; Abimosleh et al., 2013).

Por las aplicaciones que tienen estos farmacos, el uso de los AINEs
(particularmente su uso crénico) incrementa con la edad; se estima que entre un 10 a
40% de las personas mayores de 65 afios hacen uso de estos farmacos (Conaghan,
2012). Ademas, se ha observado que a largo plazo del 15 al 40% de los usuarios
desarrollan Ulceras gastroduodenales; el 70% tiene inflamacion intestinal y hasta un 30%

desarrolla erosiones o Ulceras intestinales (Masso et al., 2010; Bjarnason et al., 2018).

A pesar de las severas complicaciones que ocasiona el uso de estos farmacos,
suspender su uso no es una opcion viable, puesto que son muchos los pacientes para los
que por el tipo de patologia que han desarrollado, estos farmacos constituyen su Unica
opcion farmacoldgica debido a su amplia distribucion y bajo costo. Con la finalidad de

atenuar las complicaciones que ocasionan estos farmacos en la mucosa gastrica, las
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pautas de tratamiento actuales recomiendan el uso de PPl como una estrategia de
eleccién en pacientes con factores de riesgo de dolor y sangrado gastrico que reciban
tratamiento con AINEs (Pozzoli et al.,, 2007; Conaghan, 2012; Lué & Lanas, 2016). Sin
embargo, de acuerdo con resultados reportados por investigaciones recientes el
tratamiento concomitante de AINEs con PPI se asocia con un menor riesgo de sangrado
gastrico, pero no parece ser efectivo para prevenir la enteropatia causada por los AINEs
(Lué & Lanas, 2016). Existe incluso evidencia que sugiere que el tratamiento
concomitante de AINEs con PPI, ademas de no ser efectivo para evitar la enteropatia,
llega a exacerbarla (Otani et al., 2016; Singh et al., 2017).

En este trabajo se estandariz6 un modelo murino de dafio Gl con la administracién
continla de indometacina, que es un AINE derivado del acido indol-acético con actividad
antipirética, analgésica y antiinflamatoria muy efectiva, que por lo tanto, se prescribe en
condiciones como espondilitis anquilosante, osteoartritis, artritis reumatoide, bursitis,
tendinitis, sinovitis y otras enfermedades inflamatorias (Sivalingam et al., 2007; Suleyman
et al., 2010; Lucas, 2016).

Al ser administrada oralmente, la indometacina comienza a absorberse a las 2
horas (Lucas, 2016). EI mecanismo de accion de los AINEs es a través de la inhibicién de
las enzimas COX-1 (constitutiva) y COX-2 (inducible), las cuales tienen como funcién
principal llevar a cabo la sintesis de PGs (Conaghan, 2012). La indometacina al ser un
farmaco no selectivo tiene un efecto mas intenso sobre la COX-1 que sobre la COX-2
(Scheiman, 2009; Lucas, 2016).

Las PGs constituyen una importante linea de defensa en el sistema Gl, ya que
tienen como funcién estimular la secrecién de bicarbonato, mantener la integridad y
proliferacién de los enterocitos, y regular el flujo de la circulacibn sanguinea (Wallace,
2011). En la mucosa gastrica los eventos adversos por el uso de AINEs se relacionan
principalmente con la inhibicibn de PGs derivadas de COX-1, por lo tanto, el tejido se
vuelve mas vulnerable ante el dafio inducido por el acido luminal y la pepsina, lo cual
incrementa el riesgo de sufrir ulceraciones (Shigeta et al., 1998; Mass6 et al., 2010). Sin
embargo, en la enteropatia la inhibicion de COX no es el Unico mecanismo implicado,

pues aparentemente el dafio inicia poco después de la administracion oral del farmaco,
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mediante una accion local persistente causada por la circulacion enterohepética y los
efectos sistémicos posteriores a su absorcion (Whittle, 2004; Scarpignato & Hunt, 2010;
Wallace, 2011).

Algunos estudios han demostrado que el uso continuo de AINEs induce
respuestas de estrés en los enterocitos, especificamente en el reticulo endoplasmico y
mitocondrias, lo cual provoca un desacoplamiento en la fosforilacion oxidativa con la
consiguiente deficiencia de ATP y muerte celular (Boelsterli et al., 2012). Posteriormente,
el incremento en la permeabilidad de la mucosa intestinal facilita la translocacion del
lumen del intestino a la submucosa de &cidos biliares, secreciones pancreéticas y
bacterias que activan la cascada inflamatoria (Scarpignato & Hunt, 2010; Bjarnason et al.,
2018). Algunos de los componentes de la pared celular de las bacterias Gram-negativas,
sirven como PAMP’s; por ejemplo, el LPS que también se conoce por ser una endotoxina,
que se asocia con la porcion extracelular de TLR4 (Akira et al., 2006). Una vez que se
produce el reconocimiento de los ligandos, los TLRs activan vias de sefalizacion que
culminan con la activacion de NF-kB, el cual se libera de IkB y se traslada al nucleo,
donde regula la transcripcién y traduccion de genes inflamatorios como el TNF-a (Ashley
et al., 2012). El TNF-a induce la expresion de otras citocinas proinflamatorias y
mediadores inflamatorios (como lo son IL-13 e iINOS), que en combinacion con
guimiocinas (como CXCL1), favorecen el reclutamiento y activacibn de células
proinflamatorias (macréfagos, neutréfilo, linfocitos, etc) en el tejido dafiado (Nathan, 2002;
Fukumoto et al., 2011; Ashley et al., 2012). Los granulos azuréfilos de los neutréfilos
poseen cantidades elevadas de MPO, que es una enzima utilizada para generar ROS
como el superédxido y el peroxido de hidrogeno (H.0O,); asi como también azurocidina
(proteina que incrementa la permeabilidad bacteriana), lisozimas, defensinas y proteasas
(catepsina G, elastasas y proteasa 3) (Wilgus et al., 2013). Por lo tanto, la infiltracion
masiva de neutréfilos favorece también el desarrollo de la lesion tisular, ya que la
liberacion de todos los efectores mencionados poseen un efecto toxico que amplifican la

respuesta inflamatoria (Stadnyk, 2002; Ashley et al., 2012).
La estandarizacion del modelo murino de dafio Gl inducido con indometacina se

basé en gran medida en el trabajo de Abimosleh y colaboradores (2013), donde utilizaron

ratas macho Sprague Dawley (140-170 g) y dosificaron el farmaco utilizando como
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vehiculo agua; ademas, estandarizaron de forma previa la dosis del farmaco utilizando 6,
8 y 10 mg/kg de peso de indometacina en dosis diarias durante 7 dias. En este proyecto,
para determinar la dosis Optima, se realizdé un ensayo de supervivencia (protocolo A) con
ratas macho Wistar (150-200 g), en donde los animales recibieron 4, 6, 8, y 10 mg/kg de
peso de indometacina en una solucion de Na,COs al 5%. Aunque son muchos los estudios
gue sugieren una dosis de 10 mg/kg de peso para inducir la gastroenteropatia por el uso
de AINEs (Wallace et al., 2011; Satho et al., 2012), el protocolo A hizo evidente que esta
dosis era demasiado agresiva, ya que la supervivencia de los animales se vio fuertemente
afectada. De igual modo, Sha y colaboradores (2013) reportaron que la administracion
oral de indometacina, resuspendida en una solucion de carboximetilcelulosa al 1%, en
ratones macho ICR (aproximadamente 30 g) a dosis de 10 mg/kg y durante 7 dias, induce
dafio intestinal de manera que provoca una disminucion importante en la supervivencia,

con so6lo un 28.6% de animales vivos tras los 7 dias de adminstracion.

Mientras que Abimosleh et al. (2013) sostienen que para generar un modelo de
dafio entérico en rata Sprague-Dawley la dosis adecuada de indometacina es de 8 mg/kg
de peso, utilizando como vehiculo agua, durante un periodo de 5 dias. Kwak et al. (2016)
logran establecer su modelo de dafio intestinal en un protocolo experimental con rata
Sprague-Dawley en el cual administran indometacina a 15 mg/kg de peso en 2 dias.
Ambos grupos sugieren que dosis menores a las que usaron no generan ningln evento
adverso en la mucosa Gl de los animales tratados con el farmaco. Sin embargo, en un
protocolo reportado por Kamil et al. (2007) la enteropatia por el uso de AINEs se logro
mediante la administracion de 6 mg/kg de peso de indometacina, durante un periodo de 7
dias, en ratas macho Sprague Dawley (165 g). Se puede observar que, a pesar de
tratarse de la misma cepa de ratas en estos tres modelos, las dosis y tiempo de induccion
de dafio son muy variadas. En el protocolo A desarrollado en este trabajo la muerte de los
animales inicié el dia 3 del ensayo y llegé a su totalidad durante el dia 6 a dosis de 10
mg/kg de peso cada dia. Ademas, se encontré que los animales que recibieron una dosis
de 6 mg/kg de peso tuvieron una menor mortalidad, que aquellos que fueron
administrados por 8 mg/kg, pero debido a que la supervivencia de los animales con
ambas dosis empez6 a verse afectada el mismo dia del ensayo (dia 6) se realizd un
protocolo B, con la finalidad de comparar el efecto de ambas dosis evaluando un mayor

numero de parametros relacionados con dafio Gl.
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En el modelo de Abimosleh et al. (2013) los pardmetros que se tomaron en cuenta
para validar el dafio entérico por el uso de AINEs fueron: cambios en el peso corporal,
ingesta de agua y alimento, y consistencia de heces fecales, asi como también cambios
en la conducta del animal dafiado (disminucion de movilidad y agilidad, asi como piel
erizada), peso de érganos y dafio en intestino (evaluado por la formacién de Ulceras y la
actividad de la MPO, que es un indicador ampliamente utilizado para evaluar la infiltracion
de neutrdfilos en tejido inflamado). En cambio, Singh et al., (2016) utilizaron como
parametros de referencia: cambios en el peso corporal, ingesta de alimento, cambios en
los valores de Hg, Hct, proteinas totales, albumina, y ALT, indice de lesion (se determind
sumando el area de las Ulceras/animal) y la lipoperoxidacién (LPO) del tejido intestinal.

Durante la duracién del protocolo B, la administracion de indometacina con ambas
dosis (6 mg/kg y 8 mg/kg) provocd una disminucion en la ingesta de alimento de los
animales, lo cual repercutié también de forma importante en su ganancia de peso, ya que
fue menor con respecto al Control, de modo que esto coincide con lo que encontraron
tanto Abimosleh et al. (2013) como Singh et al., (2016) para ambos parametros. En
cuanto al consumo de agua que tuvieron los animales del ensayo B, no se encontraron
cambios significativos en su ingesta, lo cual difiere de lo reportado por Abimosleh y
colaboradores (2013), ya que ellos encontraron que la administracién de la indometacina

ocasiona un incremento en el consumo de agua de los animales.

Ademas, se evalué de manera macroscopica el tejido gastrico e intestinal de los
animales que recibieron una dosis de 6 mg/kg y 8 mg/kg de indometacina. Los animales
no mostraron lesiones macroscépicas en el estbmago luego de la evaluacién visual. En
cuanto al tejido intestinal para el protocolo B, los animales que recibieron la dosis de 6
mg/kg de peso de indometacina desarrollaron eritema y Ulceras, mientras que aquellos
con dosis de 8 mg/kg tuvieron mas perforaciones que Ulceras, lo que puede indicar un
dafio en etapas mas avanzadas de la enteropatia. En la literatura que existe con respecto
al tema, los modelos experimentales para la investigacion del dafio inducido por el uso de
indometacina son diferentes a nivel gastrico y entérico. Por lo regular, la indometacina
produce lesiones en la porcién glandular del estomago después de 4 a 6 h de inyectar una
dosis de 20 a 35 mg/kg en ratas o ratones en ayuno (Kato et al., 2009; Rios et al., 2010;

Zelena & Filaretova, 2010; Filaretova et al., 2011). En cambio, para la induccién de dafio

120

(o)
—



entérico se inyecta mediante via subcutdnea una dosis menor de indometacina (10 mg/kg)
a ratas o ratones sin ayuno y se evalla el area de dafio 24 h después de la inyeccion
(Kamei et al., 2008; Yoda et al., 2010; Kawahara et al., 2011). Sin embargo, Filaretova y
colaboradores (2011) reportaron que en un modelo realizado con ratas macho Sprague
Dawley (300 g), que se mantuvieron en ayuno durante 24 h y recibieron una inyeccion
subcutanea de 35 mg/Kg de peso de indometacina, desarrollaron erosion hemorragica en
la porcién glandular del estbmago 4 h después de la administracién del farmaco, que se
curd casi en su totalidad 48 h mas tarde; no obstante, de manera paralela a la curacion
incremento el dafio a nivel entérico, de modo que concluyeron que la cicatrizacion géastrica
inducida por la indometacina va seguida por efectos adversos en la mucosa intestinal. Por
lo tanto, para inducir dafio mediante dosis via oral es necesario la administracién contintia
del farmaco durante un periodo de al menos 7 dias con una dosis menor a 10 mg/kg
(Kamil et al. 2007; Abimosleh et al. 2013). El esquema de induccion de dafio que usamos
para el protocolo B (dosis de 6 y 8 mg/kg de peso de indometacina, durante 5 dias)
provocé que los animales desarrollaran una enteropatia, lo cual es congruente con la

informacion reportada en la literatura.

Singh y colaboradores (2016, 2017) reportan que la induccién de dafio con
diclofenaco provoca un declive en los valores de Hg, Hct, proteinas totales y albumina;
esto como consecuencia del sangrado asociado a la presencia de Ulceras y perforaciones,
lo cual, a su vez favorece un cambio de color en las heces de los animales tratados con el
farmaco que va del marrén al negro. En los resultados obtenidos en el protocolo B
también se pudo observar concordancia con lo reportado por Singh et al. (2016, 2017), ya
gue debido a la induccion de dafio por el farmaco se encontré6 una disminucién
significativa en los valores de Hg, Hct, proteinas totales y albimina, asi como también un
cambio en el color y consistencia de las heces de los animales con dafio inducido con

indometacina (resultado no mostrado).

Ademas, es importante mencionar que los niveles bajos tanto de Hg como de Hct
también pueden estar vinculados con una disfuncion en la mucosa intestinal, que altera la
absorcién de hierro y vitamina B12, ambos necesarios en la sintesis de Hg (Morris et al.,
1992; Davies & Wallace, 1997). La anemia ferropénica se caracteriza por eritrocitos

hipocrémicos microliticos, con anisocitosis (anomalias en el tamafio de los gldbulos rojos);
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sin embargo, estos signos no son patognoménicos (Barragan-lbafiez et al., 2016). Por lo
tanto, para establecer un diagnostico de anemia ferropénica es necesario determinar los
indices de Wintrobe, es decir, volumen corpuscular medio (HCV), Hg corpuscular media
(MCH) y la concentracion de Hg corpuscular media (MCHC); no obstante, para
incrementar la precision del diagnostico lo ideal es realizar una evaluaciéon de ferritina en
suero (Rockey, 2005; Bresci, 2009; Barragan-lbafiez et al., 2016; Camaschella, 2017). La
hepcidina es una proteina de fase aguda, que durante el proceso inflamatorio citocinas
como IL-1B y el TNF-a inducen su expresion, lo cual resulta en: una disminucion en la
produccion de eritropoyetina (EPO) por el rifidn, la inhibicién de la accion de la EPO en
células eritroides lo cual conduce a un estado pro-apoptético (Barragan-lbafiez et al.,
2016; Camaschella, 2017). Ademas, la expresion de hepcidina, que incrementa bajo el
estimulo inflamatorio causa una disminucién en la absorcion intestinal de hierro y la
retencién de hierro en macrofagos, lo cual a su vez incrementa también los valores de
ferritina intracelulares (Weiss & Goodnough, 2005; Smith et al., 2013; Camaschella,
2017). Por otro lado, la anemia perniciosa consiste en una enfermedad autoinmune en
donde la atrofia de la mucosa gastrica afecta principalmente el cuerpo y fondo del
estdbmago, reduciendo el numero de células parietales que producen el factor intrinseco
necesario para la absorcién de vitamina B12, de tal forma que, su diagnostico se basa en
la demostracion de anemia megaloblastica, niveles bajos de vitamina B12 en suero,
atrofia gastrica y la presencia de anticuerpos contra las células parietales gastricas o
factor intrinseco (Bizzaro & Antico, 2014; Toh, 2016).

En un estudio in vitro realizado en células epiteliales gastricas de rata de la linea
RGM-1 se encontrdé que al usar una concentracion 1mM de indometacina, disminuyé el
potencial mitocondrial transmembranal, lo cual a su vez inhibi6 la fosforilacion oxidativa
(Nagano et al., 2005). El desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa induce la activacion
de proteinas apoptéticas (caspasa 3 y 9), cambios en actividades especificas de enzimas
mitocondriales (citrato sintasa, succinato deshidrogenasa y citocromo C oxidasa),
disminucion en la produccion de ATP, asi como también la acumulacion de adenosin
difosfato (ADP) y adenosin monofosfato (AMP) (Somasundaram et al., 1995; Matsui et al.,
2011). Por lo tanto, se produce una estimulacion de la glucdlisis en los enterocitos,
filtracion de iones calcio (Ca*?) y citocromo C al citosol, aumento en la produccién de ROS

y un desequilibrio osmotico, que favorece la peroxidacion celular de los lipidos de la
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membrana y disfuncion de las uniones intercelulares, que a su vez incrementan la
permeabilidad de la mucosa y la apoptosis celular (Somasundaram et al., 1995; Higuchi et
al., 2009; Matsui et al., 2011; Boelsterli et al., 2012; Bjarnason et al., 2018).

La peroxidacién de los lipidos de la membrana o lipoperoxidacion (LPO), es un
mecanismo que indica la produccién de ROS, en donde de forma global el proceso
requiere de tres pasos: inicio, propagacién y terminacion. Durante la etapa de inicio, se
produce la formacion de un lipido radical (L), que en la fase de propagacién reacciona con
el oxigeno para formar un peroxil lipidico (LOO), el cual extrae un hidrégeno de otra
molécula lipidica para generar un nuevo L y un lipido hidroperéxidado (LOOH), sin
embargo, el proceso llega a la fase de terminacion sélo hasta que una molécula
antioxidante dona un atomo de hidrogeno al LOO y evita la formacién de mas radicales
(Yin et al., 2011; Ayala et al., 2014). Los productos primarios durante el proceso son los
lipidos hidroperéxidados (LOOH) y los aldehidos que pueden formarse como productos
secundarios son el malondialdehido (MDA), el propanal, hexanal y el 4-hidroxinonenal (4-
HNE) (Ayala et al., 2014). En los ensayos realizados por Singh y colaboradores (2016,
2017), encontraron que el diclofenaco induce un incremento en los niveles de MDA en
tejido gastrico e intestinal lo cual asocian con un incremento en la produccion de ROS. De
igual manera, Fornai et al. (2014, 2017) mencionan que en la enteropatia inducida por
indometacina en rata Wistar (3 mg/kg de peso, durante un periodo de 14 dias),
incrementan los niveles de MDA como consecuencia de la peroxidacion de lipidos. Para
este estudio en el protocolo B se evaludé la produccion de LOOH en tejido gastrico e
intestinal mediante el método de xilenol-naranja (Nourooz-Zadeh et al., 1996). De manera
remarcable, a pesar de tratarse de métodos distintos, es evidente que el uso de AINEs
incrementa de forma significativa la LPO en el tejido G, lo cual significa que el farmaco
estd causando una lesibn mitocondrial que disminuye el potencial mitocondrial
transmembranal e induce la formaciébn de un poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial, lo cual favorece la liberacibn de citocromo C, que genera ROS vy
desencadena la cascada de caspasas y la LPO celular (Matsui et al., 2011; Mei et al.,
2011). Sin embargo, es posible que el incremento de ROS también se deba a la presencia
de neutrdfilos, ya que se sabe que estos se infiltran en la mucosa intestinal durante el

proceso inflamatorio (Ashley et al., 2012).

123

(o)
—



En el protocolo B, la validacién del dafio entérico inducido por indometacina quedo
demostrada por los cambios metabolicos, bioguimicos e inflamatorios: disminucién en el
consumo de alimento y peso corporal, sangrado en intestino que se ve reflejado en la
reducciébn de Hg, Hct, proteinas totales y albumina, formacién de Ulceras en tejido
intestinal, y peroxidacién lipidica. De modo que, en base a los resultados que se
observaron en todos estos pardmetros se determiné que la dosis éptima para la induccion

de dafio fue de 6 mg/kg de peso administrados por un minimo de 5 dias.

Teniendo en cuenta el alto consumo de AINEs y la alta prevalencia de efectos
adversos que se generan por su uso desmedido, particularmente en el tracto Gl, resulta
imprescindible el desarrollo de nuevas terapias que restauren el dafio inducido por estos
farmacos, en especial en pacientes sometidos a un tratamiento a largo plazo con AINEs.
En este contexto, ha incrementado el interés por evaluar los componentes bioactivos de
los alimentos, asi como también productos de origen natural que, en comparacion con los

tratamientos farmacol6gicos convencionales, no provoquen otras comorbilidades.

Una vez demostrado el dafio Gl inducido mediante la administracién esofégica de
indometacina, se establecié un esquema de pretratamiento con el GMP, el cual es un
péptido de 64 aminoacidos que por medio de la quimosina se libera al suero de la leche
durante la fabricacion del queso (Saito & Itoh, 1992; Thoma-Worriger et al., 2006). Debido
a las propiedades prebiéticas (Chen et al., 2012), antiinflamatorias (Doddauao et al., 2005;
Requena et al., 2008; Requena et al., 2010; Gonzélez et al., 2014), inmunomoduladoras
(Jiménez et al., 2012; Jiménez et al., 2016, Roldan et al., 2016, Mufoz et al., 2017) y
antioxidantes del GMP (Xu et al.,, 2013), se estima que podria funcionar como un
adecuado tratamiento ante el dafio inducido por el uso cronico de AINEs, ya que cada una
de las propiedades mencionadas pueden tener un efecto en la atenuacion de los
mecanismos mediante los cuales estos farmacos inducen dafio Gl. El GMP se administro
de manera oral a una dosis de 500 mg/kg de peso, diariamente desde 7 dias previos a la
induccién con indometacina y durante la duracion del protocolo de dafio (7 dias). Ademas,
con la finalidad de evaluar el efecto del GMP, se utilizé6 LGG en coadministracion en otro
grupo experimental ya que la informaciéon que se tiene con respecto a este probidtico es
que promueve la regeneracion de las células epiteliales, particularmente en los margenes

de la Ulcera y modula las respuestas inflamatorias (Lam et al., 2007; Uchida et al., 2004;
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Uchida et al., 2010; Singh et al., 2012; Dharmani et al., 2013). El LGG se administré una
vez por dia, de manera conjunta con el GMP, con una concentraciéon final de 1 x 10°
células/ml. Los animales recibieron el tratamiento de GMP y LGG 4 horas previas a la

administracién de la indometacina (protocolo C).

Debido a sus propiedades nutracéuticas y por no ser inmunogénico (Mikkelsen et
al., 2006), el GMP ya se emplea de forma amplia dentro de la industria alimenticia y
farmacéutica, y ensayos clinicos han probado su seguridad en humanos con dafio Gl
(Hvas et al., 2016). Asi mismo, son diversos los ensayos clinicos que confirman que el
uso del LGG es seguro en pacientes con un estado de salud delicado como es el caso de
bebes con bajo peso al nacer, mujeres embarazadas, pacientes infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV) y con ventilador mecanico (Kallioméaki et al., 2001;
Salminen et al., 2004; Boyle et al., 2008; Kopp et al., 2008; Luoto et al., 2010; Manzoni et
al., 2011). Durante el protocolo C no solo la seguridad de ambos pretratamientos (GMP y
GMP/LGG) qued6 demostrada, también fue evidente que tuvieron un efecto protector
contra el dafio ocasionado por la indometacina, ya que la supervivencia al dar el
tratamiento con GMP s6lo o combinado con LGG no tiene ninguna modificacion
importante, es decir, es del 100%. Sin embargo, no solo la supervivencia de los animales
reflej6 el efecto benéfico de ambos tratamientos, otras variables evaluadas demostraron la

disminucion del dafio.

Gracias al tratamiento con GMP 0 GMP/LGG se evit6 la disminucion en la ingesta
de alimento asociada al dafio Gl que causa la indometacina. Por lo tanto, la ganancia de
peso para los animales con los tratamientos fue muy semejante a la de los controles.
Estos resultados coinciden con lo reportado en un modelo de dafio intestinal con
diclofenaco (Kim et al., 2005) en donde el tratamiento con calostro (fuente importante de
GMP) no provoc6 cambios significativos en cuanto a la ingesta de alimento y el peso de
los animales. Asi mismo Daddaoua et al., (2005) menciona que el GMP en un modelo de
colitis inducida por acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) provoc6 una disminucién en la
anorexia y pérdida de peso de los animales, y se aventuran a formular la hipétesis de que
este cambio se produce como consecuencia a la disminucion en la expresion de IL-13 y
TNF-a, secundaria a la prevencion del dafio por el uso del GMP. De igual modo, Cui y

colaboradores (2017) observaron que en un modelo de colitis inducida por famaxodona
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los animales que recibieron dosis de GMP mantuvieron una ingesta de alimento similar a
la del grupo control, de tal forma que, al concluir con el protocolo el peso de los animales

se restablecio.

En cuanto a los pardmetros evaluados en sangre, los valores obtenidos para Hg y
Hct se restablecieron a sus niveles normales en aquellos grupos que fueron inducidos con
indometacina pero que recibieron de forma previa un tratamiento con GMP o0 GMP/LGG.
Ademas, es importante mencionar que el cotratamiento de GMP y LGG mejora lo
generado con el tratamiento s6lo con GMP; sin embargo, ésta es la Unica variable donde
se observa una mejora del efecto del GMP con LGG. Por otro lado, los resultads
evaluados para los indices de Wintrobe (MCV, MCH y MCHC) se mantuvieron dentro del
rango normal, por lo cual la disminucién en los valores de Hg no parece asociarse con
una anemia ferropénica y se vincularia més con el sangrado intestinal que es de las
principales complicaciones por el uso de AINES (Adebayo et al., 2006). Ademas, durante
la enteropatia por estos farmacos se ha reportado de forma previa una condicion
denominada “enteropatia perdedora de proteinas” (Sylvester, 2011; Yu & Lin, 2014; Levitt
& Levitt, 2017), en donde los descensos de proteinas séricas y albumina sirven como
indices de fuga vascular. En este sentido, Kim et al. (2005) mencionan que la
hipoproteinemia e hipoalbuminemia se previno con el uso del calostro bovino sin
aumentar los perfiles bioquimicos séricos de la funcion hepatica (ALT). Lo cual también
fue algo que observamos durante el protocolo C, de modo que una vez mas los

pretratamientos demostraron tener un efecto protector.

Al hacer el sacrificio de los animales, en el trabajo de Abimosleh et al. (2013)
observaron que el tratamiento con indometacina provocd un incremento en el peso del
timo, higado, bazo, intestino delgado e intestino grueso. De forma inicial, para este
proyecto se evalud el peso de bazo, higado, estbmago, intestino delgado e intestino
grueso, sin embargo, se observo que para el protocolo C en los animales administrados
con indometacina so6lo se increment6 el peso del estbmago, intestino delgado e intestino
grueso. El aumento de peso de los érganos es altamente probable que se deba a una
hiperemia y edema de la mucosa o submucosa, que a su vez se combina con la
infiltracion de células inflamatorias (Wiig, 2011; Abimosleh et al. 2013). Ademas, es

importante destacar que con el tratamiento de GMP y GMP/LGG hubo una disminucién a
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la normalidad en el peso de estos 6rganos. Si bien el aumento de peso del intestino es
indicativo de un probable proceso inflamatorio, otros autores han reportado que la
disminucion de su longitud también indica el grado de dafio y pérdida de funcionalidad del
intestino delgado (Nagai et al., 2017). No obstante, en este trabajo no se encontré que la
induccién de dafio con indometacina disminuyera de forma significativa la longitud del

intestino de los animales.

La curacion del tejido ulcerado es un proceso complejo que involucra mecanismos
como migracion y proliferacién celular, reepitelizacién y angiogénesis, regulados por
factores de crecimiento, factores de trascripcion y citocinas que favorecen la cicatrizacion
de las ulceras (Choi et al., 2008). Al evaluar los parametros de inflamacién y dafio en los
tratamientos con GMP y GMP/LGG se observd que a nivel intestinal hubo una
disminucion casi en su totalidad del tejido ulcerado. En un estudio realizado en colitis
ulcerativa con famoxadone (Cui et al., 2017), en donde se administr6 GMP durante 4 dias,
hubo una disminucion del dafio en la mucosa Gl y se observo que el epitelio de la mucosa
estaba relativamente intacto. Un efecto similar fue reportado por Bessette et al. (2016) en
un modelo de dafio con indometacina (10 mg/Kg via subcutanea), donde el pretratamiento
con B-casofensina (un péptido de 30 aminoacidos presente en productos derivados de
leche fermentada) disminuye el dafio macroscépico y microscopico a manera dosis
dependiente (4 uL/g peso corporal de una solucion de 0.01 a 100 uM). En cuanto al uso
de probioticos, se ha documentado que favorecen la cicatrizacion del tejido ulcerado
probablemente mediante un mecanismo especifico al promover la proliferacion celular y la
angiogénesis, disminuyendo la apoptosis (Lam et al., 2007). En este sentido, Lam y
colaboradores (2007) observaron que la administracién de 2x10° células/dia de LGG,
durante un periodo de tres dias, disminuye el tamafio de las Ulceras inducidas en ratas
macho Sprague-Dawley por la aplicacion en el lumen géstrico de una solucién de &cido
acético. Ellos observaron que con la administracion de LGG la proliferacion celular
incrementaba en un 54% vy las células apoptéticas disminuian un 33%; ademas,
encontraron que el LGG estimulé a manera dosis dependiente la angiogénesis en el
margen de la Ulcera. Sin embargo, para dilucidar el mecanismo mediante el cual el LGG
favorecia el proceso de cicatrizacion evaluaron la expresion de diversos factores de
crecimiento, y encontraron que la administracion de LGG incrementaba la expresion de

ornitina descarboxilasa (ODC), del linfoma 2 de las células B (Bcl-2), del factor de
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crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF). La ODC es la enzima limitante de algunas poliaminas (incluidas la espermidina,
espermina y putrescina) involucradas en la proliferacién, migracion y diferenciacion
celular; ademas, su agotamiento puede causar una disminucién en la expresion de
proteinas de uniones adherentes (AJs) como la E-cadherina, B-catenina y catenina (Ye et
al., 2001; Timmons et al., 2012; Orlando et al., 2018). En cuanto a las proteinas de la
familia Bcl-2, se sabe que poseen funciones pro y anti-apoptéticas (Siddiqui et al., 2015).
Lam y colaboradores (2007) especulan que al aumentar la expresion de ODC y de Bcl-2,
ambas podrian tener un efecto sinérgico al disminuir la relacion de apoptosis
celular/proliferacion celular, lo cual promoveria el proceso de cicatrizacion de la Ulcera
gastrica. En este sentido, Lui et al., (2005) observaron que en la apoptosis inducida
mediante TNF-a en células de leucemia promielocitica humana HL-60 y Jurkat T, el
incremento en la expresion de ODC disminuye la expresion de ROS vy evita la disminucién
de Bcl-2, al prevenir la liberacion de citocromo C de las mitocondrias e inactivar a la
caspasa 8, 9 y 3. Por lo tanto, respalda la hipétesis de que el aumento en la expresion de
ODC y Bcl-2 consiste en un mecanismo anti-apoptoético. No obstante, VEGF y EGB
también aceleran la cicatrizacién de las Ulceras, ya que ambos estimulan la angiogénesis
(Sakurai et al., 2004; Tamura et al., 2006; Choi et al., 2008). En los resultados del
presente trabajo, se puede observar que el pretratamiento con GMP, solo o combinado
con LGG, evita casi en su totalidad la ulceracién del tejido intestinal por la administracién
de indometaciona. Seria interesante analizar los niveles de expresion de ODC, Bcl-2,
VEGF y EGF en intestino para poder definir si estos factores estan participando en el
efecto protector de los tratamientos sobre el proceso de ulceracion. Por otro laso, otra
cepa de probidtico que se ha explorado para la prevencién del dafio por AINEs es el
Lactobacillus plantarum. Su administracién en un grupo de 10 voluntarios sanos, a los
cuales se les administré diferentes dosis de indometacina via oral, logré restablecer la
poblacion de células T reguladoras (CD4+/FoxP3) disminuida por efecto de la
indometacina, por lo que se genera atenuacion de la respuesta inflamatoria (De Vos et al.,
2017). De igual menera, en nuestro trabajo se demostréque la coadministracion de GMP y
LGG genera una disminucién del proceso inflamatorio al verse disminuido el peso del
intestino delgado y grueso, y los niveles de LOOH, asi como la expresion de citocinas y

quimiocinas proinflamatorias en tejido intestinal.

128

(o)
—



Durante el proceso inflamatorio entérico se da una infiltracibn de células
proinflamatorias, dentro de las que destaca el neutrdfilo. Este posee una serie de enzimas
liticas y oxidativas que son capaces de generar dafio en el tejido donde se activan
(Higashiyama et al., 2012; Kakimoto et al., 2010). Con la finalidad de evaluar la utilidad del
GMP como nutracéutico, usando un modelo con mayor conexion fisiopatolégica a la que
se observa en la enfermedad inflamatoria del intestino humano, Ortega-Gonzélez y
colaboradores (2013) realizaron un ensayo donde indujeron colitis utilizando dos vias: 1)
mediante la transferencia de linfocitos por via intraperitoneal a ratones hembra C57BL/6 y
2) por la adicién de dextrano sulfato de sodio (DSS) en el agua potable de ratones hembra
C57BL/6, durante un periodo de ocho dias. En ambos modelos encontraron que el
pretratamiento con GMP normalizé la actividad de la enzima MPO, que incremento
durante la induccion de la colitis. Por otro lado, Requena et al., 2009 reportan que la
administracién de 500 mg/dia de GMP de manera previa a la induccién de ileitis por TNBS
reduce de manera significativa la actividad de MPO. Para este estudio, la actividad de la
enzima MPO se vio disminuida cuando se da un pretratamiento de GMP frente al dafio
entérico generado por la administracion de indometacina. Sin embargo, no se observo
una mejora de este pardmetro cuando se coadministra GMP junto con LGG, ya que no se
modifica la actividad incrementada de la enzima por la indometacina. Tomando en cuenta
este resultado pareciera ser que el uso de LGG contrarresta el efecto protector del GMP.
Sin embargo, este efecto no es observado en ninguno de los otros parametros evaluados.
La propuesta del uso de bacterias probi6ticas como tratamiento del dafio intestinal ha sido
controversial en los Gltimos tiempos, pues estudios anteriores realizados utilizando a LGG
en la enteropatia producida por el uso de AINEs, demostraron que la administracion via
oral de LGG exacerba el dafo inducido por la administracién de AINEs (Kamil et al.,
2007), utilizando un esquema de tratamiento que incluia una administraciéon de 1x10°
células/2 veces al dia/dia, durante un periodo de 7 dias. En nuestro modelo, si bien no
encontramos que el probiético (LGG) potenciara sus efectos con el uso de un prebiético
(GMP), tampoco encontramos que el esquema de coadministracién que utilizamos (1x10°
células/dia, durante un periodo de 7 dias previos a la induccidon de dafio) exacerbe el

dafo de la indometacina.

El NO desempefia un papel importante en la regulacién de funciones celulares en

los sistemas cardiovascular, neuronal e inmunoldgico, asi como también en el tracto Gl.
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En condiciones normales, las fuentes enzimaticas de NO en mucosa Gl se limitan a las
formas constitutivas de la NO sintasa (NOS): NOS neuronal (nNOS, tipo I) y NOS
endotelial (eNOS, tipo Ill). Sin embargo, la otra isoforma de NOS se denomina NOS
inducible (iNOS, tipo II) que se expresa en estados de inflamacién y actividad inmune por
factores como citocinas y LPS, principalmente en células inflamatorias (macréfagos y
neutrdéfilos) (Wallace & Miller, 2000; Whittle, 2004). Kawahara y colaboradores (2011)
observaron que en el dafio entérico inducido mediante una inyeccion subcutanea de
indometacina (10 mg/kg de peso) en ratones macho C57BL/6 incremento la expresion de
INOS. Durante el protocolo C, los animales con dafio entérico tuvieron un incremento en
los valores de iINOS, sin embargo, el tratamiento profilactico con GMP y GMP/LGG
provocé una normalizacion en la expresion de este gen inflamatorio. De igual modo
Daddaoua et al.,, (2005) mencionan que, en un modelo de colitis ulcerativa, el
pretratamiento con GMP atenua la sobreexpresion de INOS. De modo que estos
hallazgos sugieren que los pretratamientos (GMP y GMP/LGG) protegen la mucosa
intestinal contra la lesién inducida por la indometacina a través de una inhibicién en la

expresion de iNOS, entre otros mecanismos.

Otani et al., (2017) sugieren que el mecanismo mediante el cual los AINEs causan
dafio entérico es como consecuencia a la deficiencia de PGs y a la disfuncién
mitocondrial, de modo que el LPS de las enterobacterias Gram-negativas y la HMGB1
liberada por las células epiteliales dafadas, se unen al TLR4 en los macréfagos lo que
induce, via NF-kB, MyD88 y NLRP-3, la liberacion de citocinas proinflamatorias como
TNF-a e IL-1B y de quimiocinas (CXCL1) que en conjunto inducen la infiltracion de
neutrofilos en la mucosa y submucosa del intestino delgado, causando dafio en el
intestino delgado a través de la liberacion de ROS y de otras sustancias téxicas. La
quimiocina CXCL-1 actia como una sefal para el reclutamiento de neutréfilos periféricos
al sitio de infeccién y luego activa la liberacién de proteasas y ROS para la muerte
microbiana en el tejido (Jin et al.,, 2014). En el protocolo C, la expresion de esta
quimiocina increment6 con las dosis de indometacina, sin embargo, su expresion se vio
disminuida en aquellos animales que recibieron como pretratamiento el GMP s6lo o
combinado con LGG. Lo anterior tiene una estrecha relacion con lo reportado por
Requena et al. (2008) en donde en un modelo de ileitis el GMP regul6 la secrecion de IL-8

(equivalente a CXCL1 de rata) de los monocitos. Ademas, el efecto antinflamatorio del
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GMP también qued6é demostrado durante el modelo de colitis publicado por Daddaoua et
al., (2005) donde se demostr6 que la administracion sobre todo a manera de
pretratamiento de 500 mg/kg de peso por dia de GMP disminuye la inflamacién evaluada
a través de cambios en los niveles de la enzima iNOS, IL-1 y TGF-B. De igual manera
Lépez-Posadas et al. (2010) en otro modelo de colitis en ratas hembra inducido con DSS
observo que el pretratamiento con GMP a 500 mg/kg de peso por dia disminuye la
inflamacioén del tejido por la disminucion de las citocinas IL-1B e IL-6. Ademas, en base a
la evidencia experimental durante el afio 2016 en el Departamento de Hepatologia y
Gastroenterologia, del Hospital Universitario de Aarhus en Dinamarca se reporté por
primera vez en pacientes que presentan colitis ulcerativa del ileon que la administracion
continua de 30 g de GMP por dia, durante 2 meses mejora significativamente los signos y
sintomas de la enfermedad, asi como la calidad de vida de los pacientes (Hvas et al.,
2016).
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14. CONCLUSIONES

El modelo de enteropatia en rata Wistar se establecié con dosis de 6 mg/kg de
peso/dia de indometacina, durante un periodo minimo de cinco dias. Dicho modelo se
caracterizé por una disminucion en el consumo de alimento de los animales, que a su vez
derivé en un descenso en su peso corporal. Ademas, también se encontré que los
animales tuvieron un declive en los valores de Hg, Hct, proteinas totales y albumina. En
cuanto al dafio del tejido intestinal, mediante la evaluacion macroscépica visual del dafio
se encontrd eritema y ulceras; mientras que, por medio de la evaluacién bioquimica, se

encontré un incremento en la lipoperoxidacion del tejido tanto gastrico como intestinal.

Una vez que se tuvo bien caracterizado el dafio que induce la indometacina sobre
la mucosa entérica, se evalud el efecto de un tratamiento profilactico con GMP, solo o
combinado con LGG. ElI GMP, al cual se le atribuyen propiedades prebiéticas,
antiinflamatorias, inmunomoduladoras y antioxidantes, al ser administrado de forma
profilactica a la induccién de dafio, durante un periodo de siete dias, demostro ser
altamente efectivo al disminuir los efectos adversos inducidos por el uso de la
indometacina. El GMP disminuy6 la producciéon de ROS que se demostr6 mediante una
disminucion en la LPO del tejido entérico. La reduccion del proceso inflamatorio se
observé mediante la disminucion de la expresion de genes inflamatorios (IL-1B, INOS y
CXCL1) en el tejido intestinal. Al no haber activa una respuesta inflamatoria no se activo
el reclutamiento de neutrdfilos, lo cual a su vez disminuy6 también la produccién de ROS,
y fue demostrado mediante una disminucién en la produccién de la enzima MPO en el
tejido intestinal. Por lo tanto, hubo una disminucion en su totalidad del tejido intestinal
ulcerado, de modo que al no haber dafio en el tejido se produjo una normalizacién en los
valores de Hg, Hct, proteinas totales y albumina, sin modificar los valores de ALT lo que
indica ausencia de dafio hepatico por recirculacion enterohepatica de indometacina.
Ademas, favorecio que el consumo de alimento de los animales se mantuviera de forma

normal y en consecuencia tuvieron un incremento de su peso corporal adecuado.
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Como conclusién final, el GMP como tratamiento profilactico en la enteropatia
inducida por el uso de indometacina es altamente efectivo al disminuir las complicaciones
asociadas a este farmaco y quedd demostrado en este trabajo, ya que evit6 la formacion
de ulceras al intervenir de forma efectiva en muchos de los mecanismos mediante los

cuales los AINEs inducen dafio en la mucosa Gl.
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