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Trabajo Cientifico

Papel de los grupos sulfhidrilos, las
prostaglandinas y el 6xido nitrico endégeno, en la
gastroproteccion del lanosterol sobre las lesiones

gastricas inducidas por etanol en rata

Roles of sulfydryls, prostaglandins and endogenous nitric oxide, in gastroprotection
by lanosterol on ethanol-induced gastric mucosal lesions in rat

Jests Arrieta?, Benito Reyes-Trejo?, Adelfo Reyes-Ramirez, Juan Rodriguez-Silverio?,
Maria Elena Sdnchez-Mendoza**

“Escuela Superior de Medicina. Instituto Politécnico Nacional.
bLaboratorio de Productos Naturales, Area de Quimica, Universidad Auténoma Chapingo
ping
‘Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Resumen

En el presente trabajo se evalud la actividad gastroprotectora del lanosterol sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol en
ratas. El lanosterol a las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg presenté un 26, 33, 51 y 59 % de gastroproteccion, respectivamente. La gas-
troproteccion fue atenuada por N-etilmaleimida (10 mg/kg, s.c.) lo que sugiere una participaciéon de los grupos sulfhidrilos. Sin
embargo, el efecto gastroprotector no fue afectado por el éster metilico de la N nitro-L-arginina (70 mg/kg, i.p.) o indometacina
(10 mg/kg, s.c.) lo que indica que el NO y las prostaglandinas no participan de manera importante en su mecanismo de accion.
Como farmaco de referencia se utilizd carbenoxolona y los resultados obtenidos coinciden con lo reportado en la literatura.

Abstract

The lanosterol activity was evaluated on gastric mucosal damage induced in rats by ethanol. Lanosterol at 3, 10, 30 and 100
mg/kg showed 26, 33,51 and 59 % gastroprotection, respectively. The gastroprotection of this compound was attenuated with
N-ethylmaleimide (10 mg/kg) suggesting that the gastroprotective mechanism of this compound is due at least in part to the
participation of sulfydryl groups. The gastroprotective effect of lanosterol was not affected by N®nitro-L-arginine methyl es-
ter (70 mg/kg) nor indometacin (10 mg/kg), indicating that nitric oxide and prostaglandins seem to have little participation in
the mechanism of gastroprotection of lanosterol. Carbenoxolone was used as a gastroprotective model drug and the results
obtained in the current study are in agreement with those previously reported.
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Introduccion

Lalcera gastroduodenal es una enfermedad crénica y recurrente
que se caracteriza por la presencia de escoriaciones en la mucosa,
que son debidas a la accién del jugo gistrico. Se ha establecido
que se origina cuando existe un desequilibrio entre los factores
agresivos y los factores de defensa de la mucosa géstrica'. Dentro
de los factores agresivos, se encuentran el dcido clorhidrico, la
pepsina, la bilis, algunos ingredientes alimenticios, productos
bacterianos y ciertos firmacos. Estos agentes disminuyen el flujo
sanguineo, suprimen la generacién de prostaglandinas, inhiben
el crecimiento de la mucosa y la proliferacién celular, ademds
de modificar la motilidad gistrica®. Por otro lado, para contra-
rrestar el dafo, el organismo dispone de mecanismos protecto-
res, los cuales se dividen en factores funcionales, humorales y
neuronales. Dentro de los factores funcionales se encuentran la
secrecién de moco, la microcirculacién y la motilidad, en tanto
que las prostaglandinas y el éxido nitrico corresponden a factores
humorales y finalmente las neuronas sensibles a capsaicina cons-
tituyen los factores neuronales?3. La terapia enfocada al trata-
miento de la tlcera gastroduodenal ha progresado a lo largo del
tiempo, desde la vagotomia, los firmacos anti-colinérgicos, los
antagonistas de los receptores de histamina tipo H,, y los anti-
dcidos hasta llegar en la actualidad al uso de los inhibidores de
la bomba de protones. Asimismo se ha incrementado el interés
por terapias alternativas y en especial por productos naturales
derivados de plantas®.

Dentro de tales productos, se encuentran varios triterpenos y es-
teroles que presentan actividad gastroprotectora. Considerando
lo anterior el presente trabajo se encaminé a evaluar el efecto gas-
troprotector del lanosterol. Adicionalmente también se estudi6
el papel de los grupos sulfhidrilos, las prostaglandinas y el NO
en el mecanismo de accién gastroprotector del lanosterol.

Material y métodos

Animales

Todos los experimentos fueron realizados utilizando ratas Wis-
tar macho, de un peso de 180-220 g, obtenidas de la Escuela
Superior de Medicina (IPN). Los procedimientos donde se in-
volucraron animales fueron efectuados de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de labora-
torio (NOM-062-700-1999) y en conformidad con las normas
internacionales para el cuidado y uso de los animales (National
Reserarch Council,1996). Los animales se colocaron de manera
individual en jaulas con piso de alambre para evitar la coprofagia,
tuvieron libre acceso al agua pero fueron privados de alimento
24 horas antes de iniciar con los experimentos. Las evaluaciones
fueron realizadas usando lotes de 7-10 animales por grupo.
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Farmacos

Laindometacina, carbenoxolona, éster metilico de NS-nitro-L-
arginina (L-NAME, 98 % de pureza), N-etilmaleimida (NEM,
98 % de pureza) y el lanosterol se adquirieron de Sigma Aldrich
Corporation. La carbenoxolona se usé como firmaco gastropro-
tector de referencia. Los farmacos se disolvieron o suspendie-
ron en el vehiculo correspondiente, minutos antes de realizar
los experimentos. Las ratas control recibieron inicamente los
vehiculos en el mismo volumen y por la misma via.

Lesiones gastricas inducidas por etanol

Las lesiones gastricas fueron inducidas de acuerdo al método
descrito por Robert®, por la administracién intragastrica de
etanol absoluto (1 mL). Los firmacos se administraron por via
oral (0.5 mL/100 g) 30 minutos antes de la administracién del
etanol. Dos horas después de la administracién del etanol, los
animales se sacrificaron en una cimara de CO,. De forma in-
mediata se realiz6 la diseccién de los estémagos, los cuales se
llenaron con 10 mL de formaldehido al 2 %, posteriormente se
colocaron en un recipiente con formaldehido por espacio de 10
minutos con el objeto de fijar tanto la capa externa como inter-
na del estémago, a continuacién fueron abiertos a lo largo de su
curvatura mayor. El drea dafiada (mm?) se midi6 con la ayuda de
un microscopio estereoscépico (x10) provisto de un micrémetro
ocular, la suma del drea de todas las lesiones del corpus de cada
animal representd el indice de tlcera (IU) y la gastroproteccién
se calcul en por ciento de acuerdo a la relacién:

% de gastroproteccién = (UIC — UIT) X 100/UIC.

Donde: UIC es el indice de ulcera control y UIT es el indice de

tlcera de los animales tratados®.

Lesiones gastricasinducidas por etanol en ratas pre-tratadas
con NEM

Para determinar la participacién de los grupos sulthidrilos se ad-
ministré 10 mg/kg de NEM (0.1 mL/100 g) disuelto en una solu-
cién salinaal 0.9 % por via subcutinea’. Después de 30 minutos se
administré por via oral 100 mg/kg de lanosterol o carbenoxolona,
30 minutos después se dio 1 mL de etanol absoluto y se continué
con el método descrito por Robert’. En esta evaluacién se inclu-
yeron dos grupos control, a uno se le administré el vehiculo mds
etanol y al otro NEM mds etanol.

Lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pre-
tratadas con indometacina

Para demostrar la participacién de las prostaglandinas se admi-
nistré por via subcutinea 10 mg/kg deindometacina (0.1 mL/100
g) disuelta en una solucién de NaCl al 0.9 % conteniendo 5 %
de NaHCO38. Transcurridos 75 minutos se les administré por
via oral lanosterol o carbenoxolona, y 30 minutos después 1 mL
de etanol absoluto a cada rata. De ahi en adelante se continud
con el método descrito anteriormente. A un grupo control se le



administré el vehiculo més etanol y a un segundo grupo indo-
metacina mds etanol.

Lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas pre-
tratadas con L-NAME

Para investigar la participacién del NO en el efecto gastroprotec-
tor de los compuestos de prueba, los animales fueron tratados con
L-NAME (70 mg/kg, i.p., 0.1 mL./100 g), 30 minutos antes de
la aplicacién de lanosterol o carbenoxolona’, 30 minutos después
se administr6 etanol a cada grupo de ratas, 2 horas después los
animales fueron sacrificados y se determiné el indice de dlcera.
En esta prueba se incluyeron dos grupos controles uno tratado
con etanol y el otro con L-NAME mids etanol.

Estadistica

Los datos se presentan como el promedio # el error estindar de
la media de 7-10 animales por grupo. Las diferencias entre los
tratamientos fueron analizadas con la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de multiples comparaciones de Dunn’s. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas para un
valor de p < 0.05.

Resultados y discusiéon

El lanosterol (3-100 mg/kg) redujo las lesiones gastricas de ma-
nera dependiente de la dosis cuando se comparé con su respectivo
grupo control (figura 1A). El maximo porcentaje de inhibicién
de las lesiones gastricas que se alcanzé con la administracién

de lanosterol fue de 59.75 + 8.63 % a la dosis de 100 mg/kg.
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De manera similar, la carbenoxolona present6 un efecto de-
pendiente de la dosis (3-100 mg/kg) sobre las lesiones gastri-
cas inducidas por etanol (figura 1B). El maximo porcentaje de
gastroproteccién obtenido para la carbenoxolona fue de 66.20 +
8.71 % con la dosis de 100 mg/kg, lo que indica que es un poco
mids potente que el lanosterol.

Los IU de las ratas tratadas con 10 mg/kg de NEM (111.66 =+
11.63 mm?, figura 2A), 10 mg/kg de indometacina (125.07 =
11.08 mm?, figura 2B), y 70 mg/kg de L-NAME (72.20 + 4.16
mm?, figura 2C) no fueron significativamente diferentes (p <
0.05) cuando se compararon con sus respectivos grupos con-
troles de vehiculos (85.30 + 9.12, 115.04 + 13.86 y 94.42 + 7.72
mm?). En trabajos previos® ha quedado establecido que las dosis
de los inhibidores empleadas en el presente estudio, permiten
el bloqueo de los grupos sulfhidrilos, inhiben a las ciclooxige-
nasas y a la sintasa de NO sin producir tlceras o agravar las ya
existentes’.

En ratas pre-tratadas con NEM (figura 2A) los IU del lanosterol
(93.41 £ 9.61 mm?) y de la carbenoxolona (78.41 + 9.47 mm?)
fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05) cuando se com-
pararon con los valores alcanzados en las ratas que no recibieron
NEM (28.28 + 6.07 y 27.04 + 7.06 mm?, respectivamente), lo
cual sugiere que el pre-tratamiento con NEM atenta el efecto
gastroprotector tanto del lanosterol como de la carbenoxolona
ya que no se encontré diferencia estadisticamente significativa
(p < 0.05) entre los IU de las ratas pre-tratadas con NEM y el
grupo control de NEM (111.66 + 11.63 mm?).
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Figura 1. Efecto gastroprotector
de las diferentes dosis de: (1A)
lanosterol y (2B) carbenoxolona
sobre las lesiones gastricas inducidas
por etanol en ratas. Cada barra
representa el promedio + E.E.M.
(n = 7-10) *p < 0.05 comparado con su
respectivo control. Elindice de ulcera
= para esta evaluacién fue de 70.28
+ 5.78. Prueba de Kruskal-Wallis
seguido de la prueba de multiples
comparaciones de Dunn’s.
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Después del pre-tratamiento con indometacina (10 mg/kg) o L-
NAME (70 mg/kg), los IU obtenidos para el lanosterol fueron
de 50.55 + 12.55 y 33.8 + 1.06 mm?, respectivamente. Los IU
anteriores, no difieren del dafio que presentaron las ratas tratadas
tinicamente con lanosterol (28.28 + 6.07 mm?), lo que sugiere
que la presencia de indometacina o L-NAME, no modifica el
efecto gastroprotector de este compuesto. Al comparar los IU de
las ratas pre-tratadas con sus correspondientes grupos controles
de indometacina (125.07 + 11.08 mm?) y L-NAME (72.20 +
4.16 mm?) se encontré diferencia estadistica (figura 2B y 2C).

Por otro lado, los indices de tlcera obtenidos por la administracién
de carbenoxolona (27.04 + 7.06 mm?) antes y después del pre-
tratamiento con indometacina (74.65 = 9.47 mm?) o L-NAME
(78.41 £ 9.47 mm?) se encontré diferencia estadistica (p < 0.05),
lo que indica que tanto las prostaglandinas como el NO estin
involucrados en su mecanismo de accién (figura 2B y 2C).

En estudios previos se ha reportado que varios triterpenos y
esteroles poseen actividad anti-ulcerosa, adicionalmente este
tipo de compuestos presentan un grupo hidroxilo (libre o deri-
vado) en el C3, cuya presencia se ha sugerido que es necesaria
para que puedan actuar como gastroprotectores’. En el presente
trabajo, se reporta por primera vez actividad gastroprotectora
para el triterpeno lanosterol, compuesto que presenta un grupo
hidroxilo libre en el C3 y con ello se corrobora la propuesta es-
tructural planteada por Arrieta’.

Considerando que el lanosterol es un precursor del colesterol, y
que anteriormente se ha reportado actividad anti-ulcerosa para
el glucésido de colesterol'?, los resultados obtenidos plantean las
bases para estudios futuros que relacionen niveles de colesterol
y tlcera géstrica.

Generalmente la progresién del dafio en la mucosa géstrica se
acompafa por un decrecimiento en la concentracién de grupos
sulthidrilos. Los grupos sulfhidrilos protegen a la mucosa gis-
trica, ya que participan en la produccién de moco>!2, ademis
se unen a los radicales libres y de esta forma evitan su accién
nocivall. Por otro lado, la unién de las glicoproteinas (presentes
en la mucosa) con lipidos y mucina participan en procesos invo-
lucrados en la eliminacién de radicales libres!3, que permiten un
equilibrio entre factores agresivos y protectores. Investigando la
participacién de los grupos sulfhidrilos en el efecto gastropro-
tector del lanosterol, se encontré que su actividad es inhibida al
administrar previamente NEM (figura 2A), un bloqueador de
grupos sulfhidrilos, lo que sugiere que los grupos sulfhidrilos
participan en su mecanismo de accién, probablemente eliminan-
do los radicales libres presentes en la mucosa géstrica.

Las prostaglandinas y el éxido nitrico presentaron poca parti-
cipacién en el mecanismo de gastroproteccién del lanosterol,
debido a que la actividad de este compuesto no fue modificada
por la administracién previa de indometacina o por L-NA-
ME, inhibidores de las ciclooxigenasas y de la sintasa de NO
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Figura 2. Efecto gastroprotector del lanosterol (LN) y carbenoxolona (CAR) a la dosis de 100 mg/kg sobre las lesiones gastricas
inducidas por etanol en ratas pre-tratadas con: (2A) NEM (10 mg/kg), (2C) indometacina (10 mg/kg) o (2B) L-NAME (70 mg/kg).
Cada barra representa el promedio + E.E.M. (n = 7-10) *p < 0.05 comparado con su respectivo control. Prueba de Kruskal-Wallis

seguido de la prueba de miltiples comparaciones de Dunn’s.

20



respectivamente®!4. Al parecer los grupos sulfhidrilos son uno
de los principales factores involucrados en el mecanismo pro-
tector del lanosterol. Sin embargo, existen otros factores tales
como las neuronas sensibles a capsaicina y el factor de crecimien-
to epidérmico que no fueron explorados en este trabajo, por lo
que ain queda pendiente descartar o verificar otros mecanismos

de accién, tal como sucede con otros triterpenos!s.

Los resultados obtenidos para la carbenoxolona coinciden con
lo reportado en estudios anteriores, donde se menciona una im-
plicacién de las prostaglandinas, el éxido nitrico y los grupos

sulfhidrilos en su mecanismo de accién®.

Conclusion

En este trabajo se demostré que el lanosterol presenta actividad
gastroprotectora, y en su mecanismo de accién se encuentran
involucrados los grupos sulfhidrilo. Con respecto a la partici-
pacién del éxido nitrico y a las prostaglandinas, al parecer su
participacién es minima.
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