UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CARACTERIZAR EL EFECTO
GASTROPROTECTOR DE GLIBENCLAMIDA
EN EL MODELO DE INDUCCION DE DANO
GASTRICO CON ETANOL EN RATAS
NORMOGLICEMICAS E HIPERGLICEMICAS

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA
CECILIA SOLEDAD AZAMAR GARCIA

S
;“'mév. v
b s

le\:RAEGOSZA MEXICO, D.F. 2012



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dr. Andrés Navarrete Castro
VOCAL.: M. en F. Ma. Martha Ugalde Hernandez
SECRETARIO: Q.F.B. Irma Alejandre Razo

ler. SUPLENTE: M. en C. José Luis Trejo Miranda

2° SUPLENTE: Dra. Juana Rosado Pérez

SITIO DONDE SE DESARROLLO LA TESIS:

Laboratorio 126 Conjunto E. Departamento de farmacia de la facultad de
guimica. Universidad Nacional Autbnoma de México.

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. Andrés Navarrete Castro

ASESOR DE TESIS:

M en F. Ma. Martha Ugalde Hernandez

SUSTENTANTE:

Cecilia Soledad Azamar Garcia




Agradecimientos

Este proyecto fue financiado por la Direccion General de Asuntos del Personal
Académico a través del proyecto DGAPA IN 210910, el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYyYT) a través del proyecto 82 613 y el Programa de Apoyo a la
Investigacion y el Posgrado (PAIP 4390-18).

Se agradece la beca otorgada por la Direccion General de Asuntos del Personal

Académico en la modalidad conclusién de estudios del proyecto DGAPA IN 210910



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Auténoma de México por abrirme las puertas a una
educacion de calidad y alto nivel, que me ha convertido en la profesional que ahora

soy.

Al Dr. Andrés Navarrete Castro por darme la oportunidad de participar en los
proyectos del laboratorio 126 y guiarme durante esta experiencia con sus

conocimientos y paciencia.

A la M. en F. Ma Martha Ugalde Hernandez por su interés y atenciones durante mi

estancia en la FES Zaragoza asi como en la realizacion de este trabajo.

A los profesores del jurado por el tiempo prestado en la revision de esta tesis:
Dra. Juana Rosado Pérez

QFB. Irma Alejandre Razo

M. en C. José Luis Trejo Miranda

A la Dra. Araceli Chavez Pifia y a la Q.F.B Gabriela Tapia por su apoyo en el

desarrollo de algunas de las técnicas analiticas de este proyecto.

Al Dr. Héctor Isaac Rocha Gonzéalez por su amabilidad, conocimientos y experiencia

compartidos durante mi estancia en el laboratorio 126 de la fac. Quimica.UNAM

Al Dr. Adelfo Reyes por la sintesis de compuestos empleados para las técnicas

analiticas de este trabajo.



Dedicatoria

A mi mama Ma. Cecilia Guillermina Garcia Figueroa por sus cuidados, infinito amor y
paciencia brindados incansablemente, a mi padre Angel Azamar Herrera por su apoyo
y demostrarme que la vida es un lucha en la que nunca hay que rendirse. Lo que soy

ahora, se lo debo a ustedes. Este logro es nuestro. Gracias mamay papa.

A mis hermanos Priscilla Azamar Garcia y Angel Azamar Garcia por haberme
apoyado en mis momentos mas dificiles, con sus consejos y ejemplo. Saben que

siempre contaran conmigo.

A mis tios Claudia Iveth Garcia Figueroa y Hermes Figueroa Herrera por su carifio y
apoyo incondicional. Con su ejemplo me han demostrado que siempre se pueden pasar

las dificultades estando en familia. Gracias por todo.
A Xavier Santiago Sanchez por su amor, confianza, apoyo y paciencia.

A mis amigas Paloma Rebeca, Marisela, Magali, Imelda, Leticia, por su apoyo y por

los buenos momentos que compartimos.



INDICE

RESUMEN ...ooiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e ettt e e e e e e e s s bb e e e e e e e e e e s annsnbaneaeeeens 1
INTRODUGCCION ....oiuiiiiiiieiieieteie ettt ettt e et eeeeens 2
FUNDAMENTO TEORICO.......coiieeeeieeeeeeeeeeeeeee ettt sae e e e 3
T I U 1 = = Yo=Y o oY= NPT 3
3. 1.1 DEfINICION oo 3
0t I =t o T 1= 0 T o] (o o | - 3
0 I T o Tl (0] (=S 30 [ =0 o 1 4
0 I S Y1 o1 (o] =10 ][0T |- 5
0 I T 101 [0 o | = U 5
3.1.6. Co-morbilidades de importancia Medica.............ccccceeeeriiiiiiiiiiiieee e 5
3.1.6.1. Diabetes mellitus y Ulcera PEPLICA .........coviuvvrriiiiieeee it 6
0t A I - 1 = 101 T= o (o 8
3.2. Mecanismos de gastroPrOtECCION .........ceeiiiiiiriiiiiieee et e ee e 9
3.2.1. Factores fuNCIONAIES...........cuuuueiiiiee e 10
3.3. Modelos experimentales para el estudio de gastroproteccion.................cc....... 17
3.3.1. Induccién de Ulcera con etanol. ..........coovvvveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 18
I S €111 0T T = T 4 o - P 19
3.4.1. ESHrUCIUra QUIMICA ... uueeiiiiiiiee e e e e e e e e 19
3.4.2. Actividad farmacolOgQiCa .........cceviiiuuuiiiiiiiiee e 19
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 24
HIPOTESIS ..ottt ettt nene s 25
OBUIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e s e et e e e e e e e e s s sssbbe e eeeaaeaeeaanns 25
8.1, GNEIAL ... 25
6.2, PAILICUIAIES ....eeiieeee et e e e e e e aaaa s 25
MATERIAL Y METODO ..ottt eae e 26
7.1, ANIMAIES. ..t a e et 26
7.2. FArMACOS Y FEACLIVOS .....uvuuiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e a b s 26
7.3. EQUIPO € INSITUMENTOS .....uuiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e eaa e eeees 26

7.4. Induccién y evaluacion del dafio gastriCO............ceeeiiieieiiiieiiiee e, 27



7.5. Modelo de induccion de hipergliCemia..........coouvuuvuiiiiiie e 27
7.6. Caracterizacion del efecto gastroprotector de glibenclamida en el

dafio gastrico inducido con etanol en ratas normoglicémicas. ...............c.cccco... 28
7.7. Participacion de los canales de K'atp en el mecanismo de accién

gastroprotector de glibenclamida. ...........cccccoviiiii 29
7.8. Influencia de glibenclamida sobre mediadores enddgenos de

gastroproteccion NOrMOQGIICEMICAS. .......uuvuriiiiieee et 30
7.9. Caracterizacion del efecto de la administracion de glibenclamida sobre el

dafio gastrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas. ............cccccceeennnee 38

7.10. Influencia de glibenclamida en mediadores de estrés oxidativo en ratas

NIPEIGIICEMICAS. ...eeiiiiiiiiieeee e e 39

7.11. ANAIISIS €StadiStiCO.....ccceei e e e 40

G T o 1 1 R 1 I L 1 41
9. DISCUSION DE RESULTADOS ..ottt ettt 47
10. CONCLUSIONES ... .o e e e e e e eaaa s 51
11, PERSPECTIVAS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nsnareees 52
12, ANEXOS . ... ittt et e e e e rar e e e e e e 53
A. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de éxido nitrico................. 53
B. Fundamento de la determinacién inmuno-enzimatica de prostaglandina E.. ........ 54

C. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de sulfuro de hidrégeno ... 56

D. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de glutation ...................... 57
E. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de malondialdehido.......... 58
F. Fundamento de la determinacién espectrofotométrica de TNF-a .............ccceeeens 59

13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 60



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 3-1. Casos anuales nuevos y tasa de incidencia de Ulceras gastritis y
duodenitis en méxico del 2000 al 20009...........coooeiiiiiiiin
FIGURA 3-2. Mecanismos de gastroproteccion enddgenos de la mucosa gastrica..........
FIGURA 3-3. Estructura quimica de la glibenclamida ...........cccccoooiiiiiiiiiniiieen
FIGURA 3-4. Sitios de union en los canales K'atp KIR6.2/SUR1 Y KIR6.2/SUR2. ...........
FIGURA 3-5. Mecanismo de accién de glibenclamida en las células beta del pancreas. .
FIGURA 3-6. Mecanismo de accion de glibenclamida y las sustancias activadoras de
los canales K*atp sobre el tejido vascular endotelial.............cccccevvvvereenennne.
FIGURA 7-1. Esquema de la metodologia empleada en el modelo de induccién de
hiperglicemia en los animales de experimentacion................cccceevvvvvviiieeeennn.
FIGURA 7-2. Esquema de la metodologia empleada en la caracterizacion del efecto
gastroprotector de glibenclamida en ratas normoglicémicas con el modelo
de induccion de Ulcera con etanol. ...,
FIGURA 7-3. Esquema de la metodologia empleada en la determinacion de la
participacion de los canales K*atp en el mecanismo gastroprotector de
ghibenclamida..........cooooiiiii i
FIGURA 7-4. Esquema de la metodologia empleada en los tratamientos de los
animales de experimentacion para la determinacion de la influencia de
glibenclamida en los mediadores enddégenos de gastroproteccion en
animales NOrMOglICEMICOS. ........ciiiiiiiiiiiiiiiie e
FIGURA 7-5. Diagrama de la preparacion de las soluciones de la curva patrén de PGE;
FIGURA 7-6. Orden y cantidades de los reactivos para la determinacion de PGE...........
FIGURA 7-7. Asignacién de la posicion para cada ensayo realizado en la placa para la
determinacion A& PGEo. ...t e s

FIGURA 7-8. Procedimiento para la preparacion de las soluciones de la curva patron de

FIGURA 7-9. Metodologia empleada para la caracterizacion del efecto de la
administracion de glibenclamida sobre el dafio gastrico inducido con

etanol en ratas hipergliCémiCas ............couviiiiiii e

....... 9

..... 20
..... 21

..... 28

..... 30

..... 33


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429125
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429125
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429127
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429128
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429129
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429130
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429130
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429131
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429131
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429132
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429132
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429132
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429133
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429133
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429133
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429134
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429134
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429134
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429134
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429135
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429136
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429137
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429137
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429138
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429138
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429139
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429139
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429139

FIGURA 7-10. Metodologia empleada para la determinacion del efecto de glibenclamida
en los mediadores de estrés oxidativo en ratas hiperglicémicas. ................... 39

FIGURA 12-1. Reacciones involucradas en la determinacion espectrofotométrica de

(0) ([0 [0 31 0111 o o PP 53
FIGURA 12-2. Formacion del biCiClo d& PGE, ........couuniiiiiiieeeee e 54
FIGURA 12-3. Secuencia de pasos para la determinacidén por ensayo inmunoenzimatico

(0 L= o PR O 55

FIGURA 12-4. Reacciones involucradas en la determinacion espectrofotométrica de
SUIfUrO de NIArOGENO ...cceiiiiiiiieeeeeee e 56
FIGURA 12-5. Reacciones involucradas en la determinacién espectrofotométrica de

0|11 1= 11 0] o PSSR 57
FIGURA 12-6. Reacciones involucradas en la determinacidén espectrofotométrica de

malondialdehido. ..., 58
FIGURA 12-7. Pasos para la prueba de ELISA en la determinacion del TNF-a .................... 59

INDICE DE GRAFICOS

GRAFICO 8-1. Efecto gastroprotector de glibenclamida en el dafio gastrico inducido con

etanol absoluto en ratas NOrMOglCEMICAS.........cocoeviiiiiiiiiiiiieee e 38
GRAFICO 8-2. Efecto del pretratamiento con diazoxido de glibenclamida

en el dafio gastrico inducido con etanol absoluto en ratas

NOMOQGICEMICAS. .. ..o e e e et e e e e e eeeaens 39
GRAFICO 8-3. Efecto de glibenclamida en el dafio gastrico inducido con etanol

absoluto en ratas tratadas con diferentes agentes hiperglicemiantes

(estreptozotoCing 0 @lOXAN).........uuiiiieeeeiieeeeieee e e 41


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429140
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429140
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429141
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429141
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429142
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429143
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429143
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429144
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429144
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429145
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429145
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429146
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429146
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Administrador/Escritorio/CECILIA%20TESIS%20ver%20fin%2011.11.12.docx%23_Toc340429147
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679431
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679431
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679433
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679433
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679433

INDICE DE CUADROS

CUADRO 3-1. Agentes antiulcerosos empleados en el tratamiento de la Ulcera péptica ....... 8
CUADRO 8-1. Efecto de glibenclamida en la modulacion de mediadores enddégenos en

el modelo de induccion de ulcera con etanol absoluto en ratas

NOMMOQGIICEIMICAS. ...eeeieeeieiiiitite e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e s asnab b e e eeeeeeeeeane 40
CUADRO 8-2. Efecto de glibenclamida en la modulacion de niveles de glutation en el

modelo de induccion de ulcera con etanol absoluto en ratas tratadas con

diferentes agentes hiperglicemiantes. ............o.oviiiiii i 42
CUADRO 8-3. Efecto de glibenclamida en la modulacién de niveles de malondialdehido

en estdbmago en modelo de induccion de Ulcera con etanol absoluto en

ratas hipergliCEmMICAS. .......coooiiiiiiii e 43


file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679871
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679871
file:///C:/Users/SANTIAGO%20%20GOMEZ/Downloads/CECILIA%20TESIS%2016.09.docx%23_Toc335679871

ABREVIATURAS Y NOTACIONES UTILIZADAS

+
K atp

GSH
NO
MDA
TNF-a
H,S
PGS
cGMP
SUR1
AINES

CGRP
PGE,
STZ
ALOX
EIA
ELISA
COX

SH

KCO
NORMO
HCT-3012

ATB-337

Canal potasio dependiente de adenosin
trifosfato

Glutatiéon

Oxido nitrico

Malondialdehido

Factor de necrosis tumoral alfa
Sulfuro de hidrégeno
Prostaglandinas

Monofosfato de guanosina ciclico
Subunidad 1 del canal K atp

Farmacos analgésicos no esteroideos

Péptido gen relacionado con calcitonina
Prostaglandina E2

Estreptozotocina

Aloxan

Ensayo inmunoenzimatico

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
Ciclooxigenasa

Grupos sulfhidrilos

Agonista del canal K*arp
Normoglicémicas

Farmaco experimental donador de NO

Derivado de diclofenaco donador de H,S



1. RESUMEN

La glibenclamida es un bloqueador de los canales K'arp empleado ampliamente en
estudios sobre la participacion de éstos en los mecanismos de proteccién endégena de
la mucosa gastrica. Recientemente se ha mostrado que la glibenclamida, ademas de
antagonizar los efectos gastroprotectores de algunos agentes antiulcerosos también
posee propiedades protectoras de la mucosa cuando se administra en dosis altas.

En este trabajo de investigacion se realizo la caracterizacion del efecto gastroprotector
de la glibenclamida, ademés de la investigacion sobre la participacion de los canales
K'atp Yy mediadores enddgenos de gastroproteccion, en su mecanismo de accion
gastroprotector, en el modelo de induccion de Ulcera con etanol en ratas
normoglicémicas. Asi mismo se evalué si la glibenclamida ejercia actividad
gastroprotectora 6 modulaba a los mediadores enddgenos de estrés oxidativo en el
modelo de induccion de Ulcera con etanol en ratas con hiperglucemia inducida por
aloxan 6 estreptozotocina.

Para evaluar la actividad gastroprotectora se calculé el indice de Ulcera. EI mecanismo
de accién gastroprotector se determind mediante la evaluacion del antagonismo
farmacologico entre la glibenclamida (bloqueador de los canales K'atp) y el diazoxido
(activador de los canales K'atp), ademas se realizo la cuantificacion de los mediadores
enddgenos gastroprotectores por métodos analiticos.

Los resultados mostraron que la glibenclamida presenté actividad gastroprotectora
significativa en el modelo de induccién de Ulcera con etanol en ratas Wistar macho
normoglicémicas. Dicho efecto esta relacionado con la regulacion de los mediadores
enddgenos prostaglandina E, (PGE;), 6xido nitrico (NO), sulfuro de hidrégeno (H,S) y
glutation (GSH); pero no con los canales de K'arp ni con la regulacion del
malondialdehido (MDA) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Por otra parte, se
encontré que la glibenclamida no presenta actividad gastroprotectora ni moduladora de
los mediadores de glutation y malondialdehido en ninguno de los modelos de
hiperglicemia empleados.

Cabe destacar que el presente estudio es el primero en demostrar este nuevo efecto
gastroprotector de la glibenclamida en animales normoglicémicos. Sin embargo, se
requiere de mas estudios para elucidar el blanco farmacolégico responsable de la
actividad gastroprotectora de la glibenclamida.




2. INTRODUCCION

La uUlcera péptica representa un problema de salud que va en aumento en la poblacién
mundial debido al uso indiscriminado de farmacos analgésicos no esteroideos (AINES),
estilos de vida no saludables y el aumento en la infeccion por Helicobacter pylori. En
nuestro pais este padecimiento ocupoé el primer lugar en morbilidades no transmisibles
durante el 2009 (Secretaria de Salud, 2011). Es por ello que se siguen haciendo
esfuerzos en la investigacion de los mecanismos de gastroproteccion endégenos, con
la finalidad de ayudar en el desarrollo de nuevos tratamientos antiulcerosos.

Al respecto se han realizado diversos estudios sobre la participacion de los canales
K*atp €n los mecanismos de gastroprotecion endogenos, para lo cual es empleada la
glibenclamida como blogueador de los canales K'arp de la microcirculacion géstrica.
Los resultados de estos estudios muestran que la glibenclamida presenta un rol
paraddjico, ya que por un lado ha antagonizado el efecto protector de algunos agentes
antiulcerosos, pero también posee actividad gastroprotectora cuando se administra en
dosis altas (Peskar et al., 2002; Akar et al., 1999). Con base en estos antecedentes se
planted la presente investigacion que tiene la finalidad de determinar el papel que juega
la glibenclamida como protector de la mucosa géastrica de animales normoglicémicos e
hiperglicémicos, del cual no se tiene precedente.

En el presente trabajo se propuso realizar la caracterizacion del efecto de la
glibenclamida sobre el dafio inducido con etanol en ratas Wistar normoglicémicas y
ratas Wistar tratadas con un modelo de hiperglicemia inducida con aloxan o
estreptozotocina. Ademas investigar si en su mecanismo de accion gastroprotector
estan involucrados los canales de K'arp y la regulacion de algunos mediadores
enddgenos protectores de la mucosa en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas.




3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1. Ulcera péptica

3.1.1. Definicion

La Ulcera péptica es una patologia del tracto gastrointestinal superior, caracterizada por
dafio o lesion en la pared gastrica 60 duodenal, que penetra mas alld de la capa
muscularis mucosae, cicatriza con tejido de granulacion y endoscépicamente es mayor
de 5 mm. Es secundaria a la secrecion de pepsina y &cido gastrico, lo cual ocurre
principalmente en el estbmago y el duodeno proximal (CENETEC, 2008).

La prevalencia de las Ulceras es cinco veces mayor en el duodeno, principalmente en el
bulbo pilérico. Mientras que en el estbmago se localizan comunmente en el antro (60%)
(McQuaid, 2012).

3.1.2. Epidemiologia

La prevalencia de trastornos gastrointestinales en estudios basados en la poblacién
mundial, muestran que hasta un tercio de los adultos del mundo occidental se reportan
con dispepsia. La prevalencia de Ulcera péptica con sintomas gastrointestinales se
reporta de 10 a 20%, pero su prevalencia real en la poblacién general se desconoce
(CENETEC, 2008).

Aproximadente 25 millones de personas en Estados Unidos han padecido enfermedad
ulcerosa durante su vida. Cada afio se reportan en Estados Unidos de 500,000 a
850,000 casos nuevos de Ulcera péptica y cuatro millones de casos de recurrencias. El
70% de los pacientes se encuentran entre los 25 y 64 afios (CENETEC, 2008). Las
complicaciones de la enfermedad ulcerosa péptica son fatales en aproximadamente
6,500 personas al afio (CENETEC, 2008).

El costo directo e indirecto por cuidados del paciente y pérdidas productivas se estiman
en 5.65 miles de millones de dolares al afio (CENETEC, 2008).

En México, el Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de Enfermedades
(CENAVECE) reporta que los casos nuevos de Ulcera péptica, gastritis y duodenitis van
en aumento (Figura 3-1). En 2009 estos padecimientos ocuparon el primer lugar en
morbilidad entre las enfermedades no transmisibles a nivel nacional, al reportarse 1 557
315 casos nuevos con una incidencia de 1 781 casos por 100 000 habitantes de 10
afios o0 mas (Secretaria de Salud, 2011).




De acuerdo al Instituto Mexicano de Seguridad Social, el 20% de la poblacidon mayor de
50 aflos presenta este padecimiento, ocasionando del 45 al 50% de los casos de
hemorragia del tubo digestivo alto en México (IMSS, 2010).
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Figura 3-1. Casos anuales nuevos y tasa de incidencia de Ulceras, gastritis y duodenitis en México del
2000 al 2009 (CENETEC, 2008).
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3.1.3. Factores de riesgo

La edad, el género, la historia personal y/o familiar de Ulcera, los estilos de vida no
saludables, los trastornos de ansiedad, el uso cronico (incluso a dosis bajas) de AINES
y la infeccion por H. pylori han sido asociados con la Ulcera péptica y sus
complicaciones (Kellow, 2001; Goodwin y Murray, 2002).

En este respecto también se ha demostrado que el tabaquismo incrementa el riesgo de
recurrencia de Ulceras y enlentece la cicatrizacion (Kurata y Nogawa, 1997). La nicotina
empeora los efectos deletéreos de los factores agresivos y atenua las acciones
protectoras de factores defensivos en el proceso de desarrollo y reparacion de Ulceras
gastricas. Asi mismo también toma parte en la iniciacion y promocion de carcinogénesis
en el tracto gastrointestinal (Wu y Cho, 2004).




3.1.4. Sintomatologia

Los sintomas tipicos de la enfermedad ulcerosa péptica incluyen sensacion ardorosa o
dolor epigéstrico quemante. El dolor aparece de dos a cinco horas después de la
ingesta de los alimentos o en ayuno, el dolor nocturno se alivia por alimentos,
antiacidos o agentes anti-secretores (Kalyanakrishnan y Salinas, 2007).

En Ulceras gastricas no complicadas el vomito significativo y la pérdida de peso son
inusuales, por lo que sugieren una obstruccion gastrica (McQuaid, 2012).

3.1.5. Etiologia

Los dos principales factores etiologicos de enfermedad ulcerosa son: uso crénico de
AINES vy la infeccién por H. pylori (McQuaid, 2012). Tanto la infeccion por H. pylori
como el uso de AINES rompen las defensas y la capacidad de reparacion de la mucosa
normal, ocasionando que la mucosa se vuelva mas susceptible al acido gastrico (Del
Valle, 2012).

Otras causas pueden ser problemas con los factores defensivos de la mucosa,
anormalidades en la presion del esfinter pilérico en reposo y un incremento en el reflujo
géstrico duodenal (Del Valle, 2012).

Son pocos los pacientes que presentan un estado subyacente de hipersecrecion acida
que ocasiona Ulceras. Por ejemplo, menos del 1% de los pacientes con Ulceras
duodenales tienen un tumor que estimula la secrecidon de gastrina, produciendo una
secrecion de acido profunda como parte del sindrome de Zollinger-Ellison (Del Valle,
2012).

3.1.6. Co-morbilidades de importancia médica

En padecimientos criticos como quemaduras severas, traumas fisicos, falla multiple de
organos, enfermedad de Crohn, hiperparatiroidismo, tuberculosis, sarcoidosis e
infeccion por citomegalovirus y herpes simple (especialmente en pacientes
inmunosuprimidos) se ha observado un incremento en el riesgo de desarrollar Glceras
gastroduodenales y sus complicaciones (Chan y Leung, 2002; Lew, 2009).

Otra enfermedad crénica que recientemente se ha asociado a Ulcera péptica es la
diabetes mellitus. Lo cual se demuestra con el creciente aumento en los reportes al
respecto (Boehme et al., 2007; Pietzsch et al., 2002; Quatrini et al., 2001).




3.1.6.1. Diabetes mellitus y uUlcera péptica

La diabetes es una enfermedad metabdlica caracterizada por el aumento de los niveles
de glucosa en sangre (conocido médicamente como hiperglicemia) resultante de
defectos en la secrecidon de insulina, la accion de la insulina, o ambas; que conduciran
posteriormente a alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
proteinas (American asociation of diabetes, 2011).

El estado hiperglicémico de la diabetes puede estar presente por un periodo largo de
tiempo antes de que ésta sea detectada, ya que no se presentan sintomas clinicos. Sin
embargo ese grado de hiperglicemia es suficiente para causar cambios patoldgicos y
funcionales en varios tejidos blanco (Kahn et al., 2006).

La hiperglicemia ocasiona diferentes alteraciones debido a que favorece el aumento del
estrés oxidativo del organismo mediante diferentes mecanismos (Giacco y Brownlee,
2010; Maritim et al., 2003). Por una parte la oxidacién de la glucosa promueve la
generacion de radicales libres (Jiang et al., 1990), se promueve la lipido peroxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Kawamura et al.,, 1994), se forman
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) (Brownlee, 2001) y se activa el factor
de transcripcion pleotrépico (factor nuclear Kappa B (NF kB)) ocasionando multiples
cambios patoldgicos en la expresion genética (Goldin et al., 2006).

Ademas también se impacta en el sistema de defensa enddgeno antioxidante, mediante
la marcada disminucion de glutation (Saxena et al., 1993).Es por ello que el estado
diabético favorece el desarrollo de patologias microvasculares especificas en la retina,
glomérulos renales, el nervio periférico y tejido vascular. Como consecuencia de esta
patologia microvascular, se producen una gran variedad de trastornos en diferentes
organos del organismo (Brownlee, 2001).

En el estbmago la hiperglicemia ocasiona anormalidades como disritmias gastricas
(Koch et al., 1989; Abell et al., 1991; Rothstein et al., 1993), dilatacién antral (Undeland
et al., 1996), hipomotilidad antral (Abell et al., 1991; Malagelada et al., 1980),
gastroparesis (Koch et al., 1989; Lin y Hasler 1995), cambios de la contractilidad
gastrica, del tono y actividad mioeléctrica (Koch K, 1999). Estos problemas viscerales
ocasionan una reduccion en la percepcidon de sintomas tipicos de alteraciones
gastrointestinales. Lo cual lleva a la alta prevalencia de pacientes con diabetes mellitus
gue presentan inflamacién severa gastrica aguda, Ulcera péptica con poca 0O sin
sintomatologia alguna (Boehme et al., 2007).




Se ha observado que las Ulceras gastricas presentes en el estado diabético estan
caracterizadas por un aumento en la severidad de las lesiones y estan usualmente
asociadas a complicaciones (Pietzsch et al., 2002). En este respecto las investigaciones
en modelos animales insulino-dependientes han mostrado que existe un incremento en
la vulnerabilidad de la mucosa gastrica ante la administracion de varios agentes
ulcerogénicos (isquemia-reperfusion, estrés, AINES) (Takehara et al., 1997; Takeuchi et
al., 1997; Tashima et al., 1998). El mecanismo que produce este incremento en la
susceptibilidad del dafio incluye una falla del sistema antioxidante en la mucosa gastrica
(Goldin et al., 1997), afectacion de la secrecion duodenal de HCOj3'(Takehara et al.,
1997), supresion del factor basico de crecimiento fibroblastico (Takeuchi et al., 1997),
asi como la disminucién de la respuesta angiogénica y la disfuncion de las neuronas
aferentes sensibles a capsaicina de la mucosa gastrica (Tashima et al., 1998).

Adicionalmente se ha observado la disminucién en la capacidad de curacion de las
Ulceras pépticas en el estado diabético. Este fendmeno esta relacionado con la
reduccion de la circulacién gastrica alrededor de la tlcera, involucrando un incremento
en la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B), la afectacion en la
generacion de las prostaglandinas E, de la mucosa y la liberacion de éxido nitrico en el
lumen gastrico (Brzozowski et al., 2004). Esta disminucion en la concentracion de 6xido
nitrico también contribuye a la disfuncion vascular observada en la diabetes mellitus (De
la Cruz et al., 2002).

Con base en lo anterior, las investigaciones actuales se han enfocado en la busqueda
de sustancias que exhiban propiedades gastroprotectoras en modelos de diabetes
experimental. Recientemente Morsy et al.,, 2010 demostraron que las sustancias
antidiabéticas metformina y rosiglitazona poseen actividad gastroprotectora en el
modelo de induccion de ulcera con indometacina.

El efecto gastroprotector de ambos farmacos fue relacionado con sus propiedades
antisecretoras (disminucion de la cantidad total de acido en el jugo gastrico),
fortalecimiento de los factores de defensa gastrica (incremento de la concentracién de
mucina en el jugo gastrico) y actividad antioxidante (reduccién de los niveles de MDA,
incremento en las concentraciones de 6xido nitrico e incremento de la actividad de la
catalasa). La evidencia de los efectos gastroprotectores de rosiglitazona y metformina
puede ser de gran valor en pacientes diabéticos que tienen mayor susceptibilidad al
desarrollo de ulceras gastricas (Morsy et al., 2010).




3.1.7. Tratamiento

El tratamiento y la prevencion de las Ulceras pépticas estan relacionados con la
disminucion de la acidez gastrica y el fortalecimiento de los factores de defensa de la
mucosa. Ademas dado que el agente infeccioso H. pylori juega un papel importante en
la patogénesis de ésta enfermedad, su erradicacion del estbmago es considerada
dentro de los esquemas actuales de tratamiento (Lew, 2009).

Los agentes farmacoldgicos antiulcerosos mas comunmente empleados en los
tratamientos de la Ulcera péptica, pueden dividirse en tres categorias: (1) los agentes
antisecretores de acido, (2) agentes protectores de la mucosa, (3) agentes que
promueven la curacion a través de la erradicacion de H.pylori (Lew, 2009). Las
caracteristicas de éstos farmacos se describen en el siguiente Cuadro 3-1.

Cuadro 3-1. Agentes antiulcerosos empleados en el tratamiento de la Ulcera péptica (modificado de
Malfertheiner et al., 2009)

TIPO DE FARMACO MECANISMO DE ACCION USOS

Antisecretores de acido

Antagonistas del receptor H,: Inhibicion en la secrecién | *Ulcera péptica- no relacionada con H.pylori
Ranitidina, famotidina, nizatidina, roxatidina. del acido. *Remplazo de los IBP

*Tratamiento de primera eleccion para Ulcera
péptica-norelacionada con H.pylori
*Prevencion de las Ulceras por AINES
*Componente esencial del régimen de
erradicacion de H.pylori

+Se da de manera IV en las Glceras sangrantes

Inhibidores de la bomba de protones (IBP): Inhibidor de la secrecién
Omeprazol, pantoprazol, lansoprazol, | de acido, accion muy
rabeprazol, esomeprazol potente.

Agentes protectores de la mucosa

Incrementan la | *Ulcera péptica- no relacionada con H.pylori
resistencia de la mucosa, | *Prevencion de las Glceras por AINEs
estimulan la produccién | *En la terapia cuadruple de erradicacién de
de prostaglandinas en la | H.pylori

mucosa gastrica.

Sucrafalto, sales de bismuto y andlogos de
prostaglandinas (Misoprostol)

Agentes que erradicanla infeccién por H.pylori

Eliminacion de la
infeccion por H.pylori.
Disminucion de los
sintomas.

Terapias combinadas de inhibidores de la
bomba de protones y 2 antibidticos
(claritromicinay metronidazol)

*lilcera péptica relacionada con H.pylori




3.2.Mecanismos de gastroproteccion

El término gastroproteccidn se atribuye a la habilidad del tejido gastrico de prevenir una
lesion. Los mecanismos de defensa de la mucosa gastrointestinal consisten
principalmente en factores funcionales, humorales y neuronales. Las secreciones muco-
alcalinas, la barrera fosfolipidica, la microcirculacion y la motilidad representan a los
factores funcionales. Las prostaglandinas (PGs), el 6xido nitrico, el sulfuro de hidrégeno
y el glutation actian como los factores humorales y las neuronas sensibles a capsaicina
fungen como factores neuronales (Fiorucci et al., 2005; Tsukimi y Okabe, 2001; Wallace
y Granger, 1996; Szabo, 1984) (Ver Figura 3-2).
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Figura 3-2. Mecanismos de gastroproteccién endégenos de la mucosa gastrica (modificado de Laine et
al., 2008).




3.2.1. Factores funcionales

3.2.1.1. Barrera moco-bicarbonato-fosfolipidos

La primera linea de defensa de la mucosa géstrica esta constituida por la denominada
“barrera” moco-bicarbonato-fosfolipidos. Esta barrera esta formada por gel mucoso,
bicarbonato y fosfolipidos surfactantes que cubren la superficie de la mucosa (Laine et
al., 2008). El gel mucoso y el bicarbonato son secretados por expulsién apical de la
superficie de las células epiteliales (Allen y Flemstrom, 2005; Atuma et al., 2001), ahi
mismo son combinados con fosfolipidos surfactantes con fuertes propiedades
hidrofobicas (Allen y Flemstrom, 2005).

La barrera moco-bicarbonato-fosfolipidos evita la permeaciéon de &acido dentro del
epitelio gastrico y neutraliza el acido luminal. Sin embargo H. pylori es capaz de dafar
la capa de moco con el consecuente descenso del pH en el epitelio (Henriksnas et al.,
2006). Irritantes exdégenos exhiben la habilidad de disminuir el pH y la secrecion de
moco, induciendo dafio mediante este mecanismo (Chavez-Pifia y Navarrete, 2009).
Cuando la barrera mucosa alcalina es sobrecargada o se rompe por un dafio, existen
otros mecanismos que pueden presentarse para la defensa de la mucosa (Chavez-Pifia
y Navarrete, 2009).

3.2.1.2. Epitelio de la mucosa

La capa continua de células epiteliales superficiales de la mucosa es considerada como
la siguiente linea de defensa de la mucosa gastrica. Las uniones entre las células
epiteliales superficiales favorecen la formacion de una barrera que evita la permeacion
del &cido y la pépsina (Laine et al., 2008).

Adicionalmente el epitelio es regenerado continuamente mediante un proceso de
proliferacion célular a partir de células progenitoras. Este proceso permite el remplazo
de células epiteliales dafiadas o adultas. El remplazo completo del epitelio superficial de
la mucosa se realiza en un lapso de tiempo de entre 3 y 7 dias (Wallace y Granger,
1996). La proliferaciéon celular de las células progenitoras es controlada por los factores
de crecimiento. El receptor principal expresado en las células progenitoras gastricas es
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), las principales sustancias que
activan a este receptor son el factor transformador de crecimiento alfa (TGF-a) y el
factor-1 de crecimiento parecido a la insulina (Tarnawski et al., 1992).

La reconstitucion de la superficie del epitelio después de un dafio superficial se produce
en minutos, mediante la migracion de las células epiteliales localizadas en el area del
cuello de las glandulas gastricas. Esta migracion se lleva a cabo independientemente
de la proliferacion celular de las células progenitoras, la cual ocurre horas después de
inducido el dafio (Laine et al., 2008).
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3.2.1.3. Microcirculacion de la mucosa

La microcirculacién de la mucosa es esencial para la entrega de nutrientes y oxigeno
ademas de remocion de sustancias toxicas. En el nivel de la muscularis mucosae la
mayoria de las arterias gastricas se ramifican en capilares que entran en la lamina
propia y siguen hacia la proximidad de las células epiteliales glandulares. En la base de
las células epiteliales de superficie, los capilares convergen en vénulas colectoras
(Ganong et al., 1984).

Cuando el &cido u otros irritantes entran en el compartimento subepitelial, las neuronas
sensitivas aferentes son capaces de disparar un rapido incremento en el flujo
sanguineo de la mucosa que permita amortiguar el acido y remueva rapidamente las
sustancias toxicas, limitando asi la penetracion del dafio dentro de las capas profundas
de la mucosa (Wallace y Granger, 1996).

Con base en lo anterior, mantener el flujo sanguineo de la mucosa juega un papel
importante en la defensa de la mucosa gastrica (Tanaka y Guth, 1994).

En este respecto los canales K'atp juegan un papel importante en la modulaciéon del
flujo sanguineo gastrico, ya que varias sustancias endogenas actlan a través de ellos
para incrementar el flujo sanguineo. Se ha demostrado que los canales K'arp son
modulados por las neuronas primarias aferentes (lwata et al., 1997), el péptido gene-
relacionado con calcitonina (CGRP), oxido nitrico (Nelson et al., 1990; Murphy y
Brayden, 1995; Dart y Standen, 1993), sulfuro de hidrégeno (Tang et al.,, 2010) y
prostaglandinas (Peskar et al., 2002).

La activacion del canal K arp por el 6xido nitrico esta relacionado con la via NO/cGMP/
K*atp. Esta regula el tono vascular y la funcién plaquetaria en el sistema cardiovascular
(Al-Shabanah et al., 2000). El 6xido nitrico activa a la guanilato ciclasa para incrementar
los niveles de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) lo cual lleva a la activaciéon del
canal en la microcirculacion gastrica. Esta via es un mecanismo de accion
gastroprotector para sustancias como el sildenafil (Medeiros et al., 2008) y la
carbenoxolona (Chavez-Pifa et al., 2011).

El sulfuro de hidrégeno activa a los canales K'atp en el musculo liso, cardiomiocitos,
neuronas Yy tejido vascular del sistema gastrointestinal (Tang et al., 2010); mediante una
interaccion directa con los residuos extracelulares de cisteina de las subunidades SUR1
(Jiang et al., 1990), lo cual ocasiona una vasodilatacion de los tejidos vasculares. Estas
propiedades relajantes son endotelio-dependientes y pueden ser mediadas por la
liberacién de NO 6 el factor de hiperpolarizacion derivado del endotelio (EDHF) (Zhao et
al., 2001; Cheng et al., 2004).
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El CGRP que es liberado por las neuronas aferentes sensibles a capasaicina, media el
incremento del flujo sanguineo de la mucosa gastrica (GMBF) (Li et al., 1992). El CRGP
incrementa el GMBF, en parte mediante la activacion de los canales K'arp en el tejido
vascular gastrico (Doi et al., 1998).

Adicionalmente diversas investigaciones muestran que el diazoxido y la cromakalima
ejercen efectos protectores de la mucosa en el modelo de induccion de ulcera con
indometacina (Pazoki-Toroudi et al., 1999). Esto debido a que promueven la relajacion
de las arterias gastricas, estando relacionados con la activacion del canal de K'atp. Por
lo que los efectos dilatores de la cromakalima y del diazoxido en las arterias géastricas
pueden contribuir a su efecto gastroprotector al incrementar la perfusion géastrica.

Asi mismo se ha determinado que la activacion de los canales K'atp puede ofrecer un
mecanismo protector durante el proceso de dafio mediante la inhibicion de la activacién
de los leucocitos polimorfonucleares con su subsecuente produccion de superperéxidos
(Akar et al., 1999).

3.2.1.4. Motilidad

Una motilidad géastrica normal se ha relacionado con la defensa de la mucosa gastrica.
Se ha visto que los AINES inducen dafio gastrico en parte por aumentar la motilidad
gastrica. Esta hipermotilidad gastrica provocada por los AINES esta asociada con una
deficiencia en prostaglandinas causada por la inhibicion de COX-1 (Wallace et al.,
1998). Se ha propuesto que la patogenicidad de la hipermotilidad gastrica esta
relacionada con una disminucion del flujo sanguineo gastrico (Chavez-Pifia y Navarrete,
2009). Es por ello que los glucocorticoides ofrecen gastroproteccion mediante su efecto
de mantener la homeostasis de la glucosa, el flujo sanguineo géstrico, secrecion de
moco, la atenuacién de una motilidad gastrica alterada y la permeabilidad microvascular
(Filaretova et al., 2007).

3.2.2. Factores neuronales

El sistema nervioso entérico (SNE) es una red de neuronas en el tracto gastrointestinal
que constituyen el “cerebro del intestino”, las cuales funcionan de manera
independiente del sistema nervioso central. EI SNE controla la motilidad, las
secreciones endocrinas-exocrinas y la microcirculacion del estbmago. Ademas de la
regulacion de procesos inflamatorios e inmunes gastrointestinales (Goyal y Hirano,
1996).
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La mucosa gastrica esta inervada por las neuronas sensoriales aferentes que se
localizan dentro de la lamina propia debajo de las células epiteliales. Estas neuronas
conforman un plexo denso en la base de la mucosa. Sus funciones incluyen detectar
cambios en el contenido luminal y la entrada 6 salida de acido dentro de la mucosa
gastrica. Ademas su estimulacion directa permite la liberacion de neurotransmisores
como acetilcolina, noradrenalina (norepinefrina), 5-hidroxitriptamina, purinas, Oxido
nitrico y gran variedad péptidos activos farmacolégicamente como el péptido liberador-
gastrina (GRP), polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), polipéptido activador-adenilato
ciclasa (PACAP), CGRP y sustancia P (Schubert y Peura, 2008; Rang y Dale, 2008),
los cuales afectan el tono de las arterias que regulan el flujo sanguineo de la mucosa
(Chavez-Pifa y Navarrete, 2009).

Siendo asi que cuando la barrera de la mucosa gastrica es alterada, un incremento de
acido en la ldmina propia es la sefial para que las neuronas aferentes activen al CGRP
para inducir la sintesis de 6xido nitrico y por consiguiente incrementar el flujo sanguineo
gastrico y la secrecion de bicarbonato (Holzer, 2007).

La interferencia con cualquier aspecto de la inervacion sensorial, como la afectacion de
los nervios sensoriales aferentes con capsaicina, perjudica la respuesta hiperémica y
por consiguiente disminuye la resistencia de la mucosa gastrica (Chavez-Pifia y
Navarrete, 2009).

3.2.3. Factores humorales

3.2.3.1. Prostaglandinas

Las prostaglandinas son eicosanoides (cadena de 20 atomos de carbono y un anillo de
5 atomos de carbono) sintetizados a partir del acido araquidénico (Serhan, 2001). Las
prostaglandinas estan divididas en series que difieren en la sustitucién del oxigeno del
anillo ciclopentano, lo cual es codificado mediante una letra (PGD, PGE, PGF, PGG y
PGH). El numero subindice en la nomenclatura PG indica el nimero de enlaces dobles
presentes en el compuesto (Serhan, 2001). Las prostaglandinas generalmente actian
de manera autocrina o paracrina y tienen vidas medias muy cortas (segundos a
minutos) en la circulacion (Chavez-Pifia y Navarrete, 2009).

Para la sintesis de las prostaglandinas se requiere de un estimulo (epinefrina, trombina
y bradicinina) que active a la fosfolipasa A, la cual hidroliza al acido araquidénico de los
fosfolipidos de la membrana celular. Posteriormente el acido araquidonico es
metabolizado por un complejo enzimético llamado PG sintetasa de localizacion
microsomal, compuesto de una serie de enzimas con actividades ciclooxigenasa,
peroxidasa, sintasa e isomerasa (Wilson, 1991).
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La enzima mas importante para la biosintesis de prostaglandinas es la ciclooxigenasa
(COX), ya que corresponde al paso limitante de la velocidad en la sintesis de las
prostaglandinas (Wilson, 1991). De la COX se conocen dos principales isoenzimas la
COX-1 y COX-2 gue participan en la sintesis de diferentes tipos de prostaglandinas (Li
et al., 1998). Del intermediario PGH, se obtienen productos biolégicamente activos
como tromboxano (TXA;), prostaciclina (PGl,), PGD,, PGE, y PGF4q, por la accion de
tromboxano sintasa, prostaciclina sintasa, PGD, isomerasa, PGE, isomerasa y PGF
reductasa respectivamente. Cabe resaltar que la sintesis de cada tipo de
prostaglandina depende del tipo de célula y la enzima presente en cada tejido (Chavez-
Pifia y Navarrete, 2009).

En el tejido géstrico las prostaglandinas que derivan de COX-1 participan en muchos de
sus componentes de defensa. PGI, interviene en el aumento del flujo sanguineo
gastrico, mientras que PGE, regula la secrecion de moco Yy bicarbonato.
Adicionalmente también retardan la habilidad del &cido y la pépsina para penetrar la
mucosa (Wallace y Granger 1996, Wallace y Devchand, 2005).

Cuando COX-1 es inhibida por el dafio de agentes quimicos, se induce la expresion
positiva de COX-2 para proteger o reparar el dafio gastrico. Las PGs provenientes de
COX-2 inhiben la adherencia leucocitaria e incrementan la proliferacion del epitelio
(Wallace y Devchand, 2005). Es por ello que COX-2 es expresada potentemente en las
células del margen de la Ulcera, que es donde la proliferacion primaria epitelial da a
lugar, permitiendo el restablecimiento de las glandulas. Ademas también es expresada
en las células endoteliales de la base de la ulcera, donde comienza el crecimiento de
las nuevas vénulas (angiogénesis) (Mizuno et al., 1997).

Esta regulacién entre las isoformas de COX representan un importante mecanismo de
defensa de la mucosa por lo que sélo en ausencia de ambas isoformas se desarrollan
erosiones gastricas (Warner et al., 1999; Wallace et al., 2000).

3.2.3.2. Oxido nitrico

El NO es una molécula pequefa sintetizada a partir del atomo de nitrégeno terminal de
la guanidina de L-arginina. Esta sintesis se lleva a cabo por 6xido nitrico sintasa (NOS)
a través de una reaccion de oxidacion de cinco electrones usando diversos cofactores
(mononucleotido flavino, dinucleotido adenino flavino, tetrahidrobiopterino y hemo
protoporfirino IX). Hay tres isoformas de NOS diferentes, dos de ellas son enzimas
constitutivas dependientes de Ca®‘/calmodulina (:NOS): neuronal (,NOS) y endotelial
(:NOS). La tercera enzima es inducible (NOS) y Ca*" independiente. Esta Ultima se
induce por la exposicion a citoquinas y lipopolisacéaridos en varios tipos de células como
las células inflamatorias (Calatayud et al., 2001).
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En diversos estudios el NO ha mostrado poseer propiedades relajantes en el endotelio
vascular. En la mucosa gastrica interactia con neuropéptidos y prostaglandinas para
mantener la integridad de la mucosa en condiciones basales. Se ha reportado que una
dieta rica en nitratos incrementa el flujo sanguineo gastrico. El nitrato se absorbe en la
porcion luminal del intestino delgado y es concentrado en las glandulas salivales
(Tannenbaum et al., 1976). El nitrato salivario es reducido a nitrito por las bacterias
orales y posteriormente es reducido a NO en el acido del estbmago (Duncan et al.,
1997; Lundberg et al., 1994). Este gas mediador participa en la defensa de la mucosa
gastrica mediante la regulacion de flujo sanguineo gastrico, &cido y secreciones muco-
alcalinas (Whittle y Lépez-Belmonte, 1993).

Hay estudios que han demostrado que la aplicacién de una solucién de NO ¢ un
donador de NO en la mucosa gastrica protege del dafio (MacNaughton et al., 1989). En
este respecto, se han desarrollado farmacos AINES que liberan éxido nitrico para
compensar la falta en la sintesis de prostaglandinas y asi mitigar el dafio gastrico. Por
ejemplo un derivado del naproxen liberador de 6xido nitrico HCT-3012 inhibe la sintesis
de prostaglandinas derivadas de COX-1y COX-2 (Wallace y Cirino, 1994). Sin embargo
HCT-3012 ha sido relacionado con pocas lesiones en la mucosa gastrica en voluntarios
humanos sanos en comparacion con aquellos administrados con naproxen (Hawkey et
al., 2003).0tros AINEs liberadores de NO como un derivado de la aspirina flurbiprofen,
no inducen dafio gastrico aunque se inhiba la sintesis de prostaglandinas (Konturek et
al., 2003, Wallace et al., 2004).

3.2.3.3. Sulfuro de hidrégeno

El sulfuro de hidrogeno es sintetizado endégenamente por L-cysteina mediante dos
enzimas: cistationina-y-liasa (CSE) y cistationina-p-sintetasa (CBS). En algunos tejidos
se requiere la presencia de ambas enzimas para la sintesis de H,S, mientras que en
otros soOlo una enzima es necesaria. En neuronas del cerebro y del sistema nervioso
entérico se ven expresadas las dos enzimas (Wang, 2002).

El H,S fue estudiado por primera vez en el musculo liso vascular, donde al igual que el
NO exhibe efectos relajantes por la accion directa sobre los canales K'atp (Kasparek et
al., 2008).

En la mucosa gastrica el H,S enddgeno tiene un rol como factor protector de la mucosa,
ya que regula el flujo sanguineo y la adherencia leucocitaria al endotelio vascular
(Fiorucci et al., 2005). Siendo asi que también se han sintetizado farmacos anti-
inflamatorios no esteroideos que liberan H,S. Se ha demostrado que un derivado de
diclofenaco (ATB-337) unido a una molécula que libera H,S, repone a la mucosa
gastrointestinal ante el dafio por la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (Wallace
et al., 2007).
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Este compuesto no estimula la adherencia leucocitaria en el endotelio vascular, en
contraste con los efectos del diclofenaco (Wallace et al., 2007) y ademas la liberacion
de H,S protege contra la reduccion del flujo sanguineo de la mucosa ocasionado por el
acido acetilsalicilico (Wallace et al., 2007).

También se le ha relacionado con el proceso de curacion de las Ulceras. El tratamiento
por una semana de donadores de sulfuro de hidrogeno dos veces al dia incrementa la
superficie de curacion de ulceras después de la induccion del dafio gastrico con acido
acético. Ademas L-cisteina, un precursor del H,S, también ha mostrado acelerar la
sanacion de las Ulceras. Estos resultados sugieren que el sulfuro de hidrégeno es
producido en la mucosa gastrica en respuesta del dafio y actia promoviendo la
sanacion (Wallace et al., 2007; Kowicka y Beltowski, 2007).

A pesar de estos reportes acerca de los efectos anti-inflamatorios y gastroprotectores
del sulfuro de hidrégeno, también existen aquellos en los que se le atribuye un rol
paradégjico. El sulfuro de hidrégeno parece participar como una sustancia pro-
inflamatoria al incrementar la actividad de la mieloperoxidasa en pulmones e higado asi
como la concentracion de TNF-a. Mientras que D-L-propargilglicina (CSE inhibidor)
exhibe una marcada actividad anti-inflamatoria (Li et al., 2005). También se ha
reportado que propargilglicina (PAG) ejerce efecto gastroprotector, debido a que
disminuye el H,S sobreproducido por la administracion de etanol. Esta evidencia
sugiere que los efectos de H,S estan relacionados con niveles criticos en los tejidos
(Chavez-pifia et al., 2010). Mas estudios deben realizarse para elucidar el mecanismo
por el cual el sulfuro de hidrégeno tiene actividades pro-inflamatoria y anti-inflamatorias
(Chavez-Pifia y Navarrete, 2009).

3.2.3.4. Glutation

Las sustancias con grupos sulfhidrilos (SH) forman parte de los agentes protectores del
organismo mas distribuidos intracelular y extracelularmente. Por lo que han sido
implicados en la proteccién contra las lesiones inducidas quimicamente en la mayoria
de los 6rganos y tejidos (Szabo et al., 1992).

El efecto benéfico de los SH es usualmente atribuido al glutatién, ya que es el que
contiene la fracciébn SH no proteinica mas larga. Sin embargo los grupos proteinicos SH
también son cruciales para el mantenimiento de la integridad y permeabilidad de las
membranas celulares. Asi como en la actividad de ciertas enzimas y péptidos
regulatorios (Szabo, 1981; Szabo, 1984; Freeman y Crapo, 1982, Dupuy et al., 1989).

El glutation y los SH proteicos pueden actuar directamente como antioxidantes,
deposito de radicales libres y reguladores de la integridad de la membrana (Szabo et
al., 1992).
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Los grupos sulfhidrilos en la gastroproteccion han sido estudiados desde hace varios
afnos. Los resultados de estos estudios muestran que existe una alta concentracion de
sulfihidrilos no proteicos (glutation reducido, cisteina, coenzima A y otros tioles) en la
mucosa gastrica. Lo que es indicativo de sus posibles implicaciones en la
gastroproteccion de la mucosa (Miller et al., 1985).

Ademas se ha determinado que se presentan cambios rapidos en la concentracion de
SH y disulfito en la mucosa gastrica, después de su exposicion al dafio por sustancias
quimicas como: etanol, solucion hipertdénica de NaCl, HCl, NaOH 6 amonio. Es bien
sabido que la administracién de estas sustancias quimicas causan lesiones gastricas
severas y que diferentes eventos bioquimicos (generacion de radicales libres y lipo-
peroxidacién) han sido implicados en la patogénesis de estas lesiones (Nagy et al.,
2007). Sin embargo como mecanismo de defensa ante los radicales libres producidos
por el dafio de los agentes quimicos, la mucosa gastrica cuenta con el glutation
reducido (Nagy et al., 2007).

También se ha demostrado que la administracion exdégena de agentes SH como L-
cisteina, N-acetilcisteina, cistamina, penicilamina y glutatibn ejercen una proteccion
gastrica dosis-dependiente contra el dafio con etanol (Strubelt y Hoppenkamps, 1983;
Szabo 1984; Szabo, 1981; Balint y Varro, 1982). Ademas alquiladores de SH como el
iodoacetato 6 NEM antagonizan el efecto gastroprotector de un tiol gastroprotector 6
protaglandina (Szabo et al., 1987), lo que corrobora la importancia de los grupos de SH
reducidos en la gastroproteccidén. Asi mismo farmacos como el sucralfato incrementan
la concentracion de glutation en la mucosa gastrica, siendo este efecto bioquimico parte
de su mecanismo de accién gastroprotector (Nagy et al., 2007).

3.3.Modelos experimentales para el estudio de gastroproteccién

La investigacion de los mecanismos enddégenos de gastroproteccion es de utilidad en el
desarrollo de nuevos agentes terapeulticos para el tratamiento de la Ulcera péptica.
Dentro de los modelos mas utilizados se encuentran los de induccién de Ulcera gastrica.
En ellos se pretende reproducir la Ulcera gastrica en animales de experimentacion, con
el propésito de evaluar posibles tratamientos terapéuticos. Los agentes quimicos
empleados en ese modelo incluyen al etanol, acido acético y la administracion de dosis
de farmacos AINES (Szabo, 1990; Wallace et al., 1990).
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3.3.1. Induccioén de Ulcera con etanol.

La administracion oral de etanol ha sido descrita como un método de induccion de dafio
gastrico. La severidad de las lesiones estan relacionadas con la dosis de etanol
administrada. La administracion de etanol al 25% induce una disminucion en la
secrecion de moco y un incremento en la secrecion de jugo acido (Kang et al., 1995).
La administracion de etanol 50% causa dafio por la constriccion de las vénulas (Saeki
et al., 2004), la ausencia del flujo sanguineo desarrolla un dafio gastrico extenso en un
periodo de tiempo corto; estudios han mostrado que el dafio ocurre primero por la
constriccién de vénulas submucosas, seguido de un cese en el flujo sanguineo gastrico
lo que lleva a la necrosis de la mucosa (Bou-Abboud et al., 1988). En general, el etanol
absoluto induce cambios histopatoldgicos severos en la mucosa oxintica de estbmagos
de rata y ratdn, que consisten en agudas lesiones erosivas hemorragicas,
acompafiadas de congestion vascular, edema y necrosis (Al-Shabanah et al., 2000;
Gazzieri et al., 2007).

Ademas de la constriccion de las vénulas, el etanol absoluto causa disminucion de los
niveles gastricos de proteinas, acidos nucleicos, grupos sulfhidrilos no proteicos y
sustancias antioxidantes (Zamora-Rodriguez et al., 2007). Ademas se ha descrito que
esta disminucion de los grupos sulfhidrilos no proteicos incrementa el contenido de
radicales libres mediando el dafio al tejido por la estimulacion de la lipido peroxidacion y
dafio a las membranas celulares (incrementa el nivel de malondialdehido en la mucosa
gastrica) (Al-Shabanah et al., 2000). También el etanol absoluto impacta en los niveles
de los mediadores de gastroproteccion enddgenos Oxido nitrico, prostaglandinas y
sulfuro de hidrégeno. Lo cual contribuye al desarrollo del dafio gastrico (Chavez-Pifia y
Navarrete, 2009).

Por otro lado como un mecanismo que contribuye al dafio se observa un aumento en
los leucocitos de la mucosa. Esto media en parte el proceso de vasoconstriccion (Yonei
y Guth, 1991). La acumulacion leucocitaria esta estrechamente relacionada con la
inflamacion de la mucosa del tracto gastrointestinal (Elliot y Wallace, 1998). La
adhesion de neutrdfilos en las areas de inflamacion comienza con la adhesion de las
células circulantes al revestimiento del endotelio de los pequefios vasos sanguineos
(Elliot y Wallace, 1998). Hay dos mecanismos principales por los cuales la adherencia
de neutrdfilos causa dafio sobre la mucosa gastrica, los factores que disparan la
adherencia de neutréfilos al endotelio vascular también disparan la activacion de los
neutrofilos permitiendo la liberacion de radicales libres de oxigeno y proteasas. La
adherencia leucocitaria al endotelio vascular puede también obstruir capilares,
resultando en reduccion del flujo sanguineo gastrico y predisposicion al dafio gastrico
(Del soldato et al., 1985).
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La adhesion leucocitaria en el endotelio y la subsecuente migracién depende de la
expresion de moléculas especificas de adhesion como L-, E- y P-selectina 6 molécula
de adhesion intercelular 1; del tipo de superficie de la célula y de la consecuente
activacion de citoquinas como el TNF-a (Muller, 2003, Véliz et al., 2008). La inhibicion
de TNF-a disminuye el dafio ocasionado por etanol (Ferraz et al., 1997).

3.4. Glibenclamida.

3.4.1. Estructura quimica

La glibenclamida pertenece al grupo de las sulfonilureas de segunda generacion. Se
caracteriza por poseer un grupo benzamido unido a su nucleo sulfonilurea (Figura 3-3)
(Rang y Dale, 2008).

o
0 0
| I
C—NH— (CHs), SO; —NH—C—NH
OCHg

Figura 3-3. Estructura quimica de la glibenclamida (Rang y Dale, 2008).

3.4.2. Actividad farmacoldgica

Los agentes terapéuticos sulfonilureas son considerados los inhibidores clasicos de los
canales K'atp (Gribble y Reiman, 2003). Dadas sus muiltiples funciones fisiolégicas los
canales K*arp representan objetivos farmacolégicos promisorios (Mannhold 2003).

3.4.2.1. Antagonista de los canales Katp

La glibenclamida puede ejercer una accion inhibitoria sobre los canales K'arp
Kir6.2/SUR1 y Kir6.2/SUR2 presentes en diversos tejidos del organismo, ya que
presenta una alta afinidad por ambos tipos de subunidad SUR (Gribble et al., 1998;
Song y Ashcroft, 2001). Sin embargo la reversibilidad de su union con los canales K*atp
depende del tipo de subunidad SUR. Se ha visto que su unién con el canal K'arp
Kir6.2/SUR1 es lentamente reversible, a diferencia del canal K'arp Kir6.2/SUR2 en
donde su unién es rapidamente reversible (Gribble y Reiman 2003).

19



Una explicacion para su selectividad y reversibilidad puede ser que a SUR1 se pueden
unir moléculas que presenten grupo sulfonilurea ¢ grupo benzamido. No obstante el
sitio de union en SUR2 parece acomodar derivados benzamidos pero no sulfonilureas.
Dado que glibenclamida contiene ambas caracteristicas (grupo sulfonilurea y grupo
benzamido) puede unirse en SUR1 con ambas partes, pero en SUR2 solo con la parte
de derivado benzamido (Ver Figura 3-4). El enlace de ambas partes de glibenclamida
en SUR1 puede ser el responsable de su baja disociacion (Gribble y Reiman 2003).

Grupo benzamido ej. meglitinida

Grupo sulfonilurea ej. gliclazida, tolbutamida

% Ambos grupos ej. glibenclamida

Figura 3-4. Sitios de union en los canales K’ arp Kir6.2/SUR1 y Kir6.2/SUR2 (Ashcroft y Gribble, 2000).

El mecanismo de accion de la glibenclamida se describe a continuacién. La
glibenclamida se une al canal K*atp por su subunidad SUR y por consiguiente inhibe su
actividad. Esto ocasiona una disminucién en la entrada de iones K*, lo que resulta en la
despolarizacién de la membrana celular. La despolarizaciéon permite la apertura del
canal de Ca** voltaje-dependiente lo que representa un aumento del calcio intracelular.
Un aumento del calcio intracelular impacta en muchas funciones celulares. Por ejemplo
en las células beta del pancreas (Ver Figura 3-5) se promueve la exocitosis de la
insulina (Rang y Dale, 2008; Bruton et al., 2010)
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Figura 3-5. Mecanismo de accion de glibenclamida en las células beta del pancreas (Bruton et al., 2010).

En otros tejidos como el muasculo liso vascular la inhibicion de los canales K'atp por
glibenclamida evita la relajacion y vasodilatacion del musculo liso vascular (Ver Figura
3-6). En contraste, las sustancias agonistas del canal (KCO) funcionan como potentes
vasodilatadores (Cole y Clement-Chomienne, 2003). Los KCO al hiperpolarizar la
membrana celular disminuyen la entrada de Ca®" debido a la regulacién del canal de
Ca?" voltaje-dependiente, ademas regulan la movilizacién intracelular del Ca** en las
células del musculo liso, lo cual lleva a la relajacion muscular y vasodilatacién (Quast et
al., 1994) (Ver Figura 3-6).
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Figura 3-6. Mecanismo de accion de glibenclamida y las sustancias activadoras de los canales K'arp
sobre el tejido vascular endotelial (modificado de Jahangir y Terzic, 2005).

3.4.2.2. Actividad gastroprotectora

Se sabe que los canales K'arp han sido encontrados en el tejido vascular de la
circulacién de la mucosa gastrica (Doi et al., 1998). Estan involucrados en la secrecion
de fluidos, motilidad gastrica y tono vascular (vasodilatacion de las arterias
mesentéricas) (Soria, 1998). Recientemente diversos estudios han tenido la finalidad de
investigar el papel de los canales K*atp en la proteccion de la mucosa gastrica. Para ello
fue empleada con frecuencia a la glibenclamida como antagonista y al diazoxido como
activador.
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Los efectos de la glibenclamida sobre los canales de K'atp de la microcirculacion
géstrica son variados. Sin embargo coinciden en que en dosis mayores de 10 mg/Kg se
observa un efecto de proteccion de la mucosa gastrica. Pazoki-Toroudi et al., 1999,
observaron que el diazéxido en altas dosis previno significativamente el dafio gastrico
inducido con indometacina con un incremento significativo de glucosa en sangre,
mientras que la glibenclamida (2.6 mg/Kg, i.p.) lo agravo significativamente, con
excepcion de la dosis de 18 mg/Kg, en donde se observé disminucion del indice de
Ulcera con disminucion de los niveles de glucosa en sangre en todos los grupos con
indometacina y control. No obstante los efectos de la glibenclamida no pueden
explicarse como un efecto vascular directo, debido a que la glibenclamida no modifico el
tono en reposo O precontraido de las arterias gastricas (Akar et al., 1999).

Adicionalmente en un modelo de induccion de dafio gastrico con etanol 70% la
glibenclamida a pesar de antagonizar el efecto gastroprotector de varios compuestos
(16,16-dimetil-PGE,, etanol 20%, salicilato de sodio, cloruro de litio, dietilmaleato y
dimercaprol), exhibe actividad protectora cuando se administra sola en dosis altas
(Peskar et al., 2002). Ademéas se mostré que los efectos de la glibenclamida o los
activadores del canal K'arp sobre la mucosa gastrica no estan correlacionados con sus
efectos sobre el nivel de glucosa en sangre (Akar et al., 1999).

3.4.2.3. Restaurador del balance oxidante-antioxidante en la diabetes

Ademéas de sus propiedades sobre los canales K'arp se ha investigado si la
glibenclamida posee otras actividades que pudieran ayudar en el tratamiento de la
diabetes mellitus. Por ejemplo en restaurar el desbalance oxidante-antioxidante
mediante la normalizacion del sistema antioxidante enddgeno afectado por el
padecimiento.

Tdnzun et al.,, 1999 encontraron que la administracion de glibenclamida puede
normalizar la actividad de la catalasa (CAT) en los tejidos de ratas diabéticas (pulmén,
corazon, cerebro, rifidon) con excepciéon del higado. Ademas existe otro reporte de Altan
et al.,, 1994, que han demostrado que el tratamiento con glibenclamida restaurd la
actividad de la superédxido dismutasa hepética en un modelo experimental de diabetes
tipo 2.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Ulcera péptica es una enfermedad que a nivel mundial es un problema de salud
importante. Recientemente en nuestro pais este padecimiento representa una de las
principales causas de morbilidad a nivel nacional. Asi mismo esta relacionado con la
diabetes, donde se presenta una disfuncion en el estbmago que ocasiona una
reduccion en la percepcion de sintomas tipicos de alteraciones gastrointestinales, y por
consiguiente estos pacientes presentan Ulceras pépticas asintométicas muy severas. La
glibenclamida es usada ampliamente en el estudio de la participacién de los canales
K'atp €n los mecanismos de gastroprotecion enddgena, ha mostrado antagonizar el
efecto protector de algunos agentes antiulcerosos. No obstante, se ha reportado que
posee actividad gastroprotectora cuando se administra en dosis altas, estando este
efecto no relacionado con su propiedad como hipoglucemiante oral (Peskar et al., 2002;
Akar et al., 1999). Sin embargo no se han llevado a cabo estudios en donde se realice
una caracterizacion dosis-respuesta de ésta actividad, ni sobre la participacion de
mediadores enddgenos gastroprotectores en este mecanismo de accion.
Adicionalmente Morsy et al., 2010 demostraron que los farmacos antidiabéticos
metformina y rosiglitazona exhiben actividad gastroprotectora en el modelo de dafio
inducido con indometacina en ratas normo e hiperglicémicas. El efecto gastroprotector
de ambos farmacos esta relacionado con sus actividades antisecretoras, fortalecimiento
de los factores de defensa gastrica y actividad antioxidante. En relacién a otros
farmacos antidiabéticos hay estudios en donde la glibenclamida presenta propiedades
antioxidantes al restaurar los niveles de la actividad de la catalasa en diferentes tejidos
de ratas diabéticas (Tuzun et al.,, 1999) y de la superoxido dismutasa en higado de
animales hiperglicémicos (Altan et al., 1994). Sin embargo no hay estudios sobre su
posible accién gastroprotectora en ratas hiperglicémicas ni de su efecto sobre el estrés
oxidativo presente en el dafio inducido con etanol en ratas hiperglicémicas.

Por ello se planteé en este trabajo caracterizar el efecto gastroprotector de la
glibenclamida en ratas normoglicémicas y determinar la posible participacién de
mediadores enddgenos de gastroproteccién, de marcadores de estrés oxidativo e
inflamacion en su mecanismo de accion en el modelo de induccion de Ulcera con
etanol. Adicionalmente evaluar una posible actividad gastroprotectora y la modulacién
de algun mediador de estrés oxidativo en el modelo de induccién de Ulcera con etanol
en ratas hiperglicémicas.
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5. HIPOTESIS

En estudios previos se encontrd6 que la glibenclamida presenta actividad
gastroprotectora cuando es administrada en dosis altas, estando este efecto no
relacionado con su propiedad hipoglucemiante, por lo que se espera que la
glibenclamida sera capaz de prevenir el dafio gastrico inducido con etanol a través de
un mecanismo regulador de los mediadores quimicos involucrados en la proteccion de
la mucosa elevando los niveles de 6xido nitrico, prostaglandina E, sulfuro de hidrogeno
y glutatién; asi como mediante la disminucion del nivel del factor de necrosis tumoral
alfa y malondialdehido en ratas normo e hiperglicémicas.

6. OBJETIVOS

6.1.General

Caracterizar el efecto gastroprotector de la glibenclamida en el modelo de induccién de
dafio gastrico con etanol en ratas normoglicémicas e hiperglicémicas.

6.2. Particulares

e Evaluar el efecto gastroprotector de glibenclamida en el modelo de dafio
gastrico inducido con etanol en ratas normoglicémicas y determinar si
existe una relacion dosis dependiente.

e Determinar la posible participacion de los canales K'arp en el efecto
gastroprotector de glibenclamida en el modelo de induccién de ulcera con
etanol.

e Investigar el efecto de la administracion de glibenclamida en el modelo de
dafio gastrico inducido con etanol sobre los niveles de los mediadores
endoégenos en estdmago prostaglandina E;, 6xido nitrico, sulfuro de
hidrogeno, glutation, el indicador de estrés oxidativo malondialdehido. Asi
como del mediador de inflamacion factor de necrosis tumoral alfa, en ratas
normoglicémicas.

e Valorar el efecto gastroprotector de glibenclamida en el modelo de dafio
gastrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas tratadas con aloxan
0 estreptozotocina.

e Evaluar el efecto de la administracion de glibenclamida en el modelo de
dafio gastrico inducido con etanol sobre los niveles de los mediadores
endégenos en estomago: glutation y malondialdehido en ratas
hiperglicémicas tratadas con aloxan o estreptozotocina.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1. Animales

Para los experimentos se utilizaron ratas macho Wistar del Centro de Produccion UNAM-
Harlan, Harlan México, S.A. de C.V. de entre 170-190 g tratados segun la NOM-062-
Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidados y usos de animales
de laboratorio). En el caso de los experimentos con modelos de hiperglicemia las ratas
macho Wistar empleadas tuvieron un peso inicial de entre 170-190 g. El nimero de
ratas por grupo fue de al menos 6. Antes del experimento los animales fueron
colocados en jaulas individuales con piso de malla para evitar la coprofagia, privandolos
de alimento por 18 horas y con libre acceso de agua.

7.2.Farmacos y reactivos

La glibenclamida, diazoxido, aloxan y estreptozotocina se adquirieron en Sigma-Aldrich
corporation (St. Louis MO, USA). Las soluciones se prepararon minutos antes de ser
utilizadas. El etanol se obtuvo de J.T. Baker. El producto comercial para la
determinacién de PGE; EIA fue adquirido de Cayman Chemical y el de TNF-a ELISA de
ALPCO inmunoanalisis. El resto de las sustancias fueron de grado analitico.

7.3.Equipo e instrumentos

Para determinar el indice de Ulcera, se empled un microscopio estereoscopico SZ4045
OLYMPUS de 10X provisto con micrémetro ocular. Los niveles de glucosa de los
animales fueron medidos con un glucometro GLUCOLAB (Infopiaco. LTD). Para leer las
placas de las técnicas analiticas fue empleado un lector ELISA modelo 680 Microplate
Reader de la marca BIO-RAD.
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7.4.Induccion y evaluacion del dafio gastrico

La Ulcera fue inducida como se describe a continuacién: se administrd
intragastricamente 1mL de etanol absoluto. Dos horas mas tarde el animal fue
sacrificado en camara de CO,, y de forma inmediata el estbmago fue disectado y
llenado con 10 mL de formol al 4%. Para fijar las lesiones se coloco el tejido en un
recipiente que contenia formol al 4%, transcurridos 15 minutos el estbmago fue abierto
por la curvatura mayor y colocado de forma extendida. Se midié el area dafiada (mm?)
de cada lesion con un microscopio estereoscopio (10x) provisto con micrémetro ocular.
El indice de Ulcera se calculé como la suma del area de todas las lesiones en el cuerpo
del estbmago de cada animal (Navarrete et al., 1998).

7.5.Modelo de induccién de hiperglicemia

Las ratas con niveles normales de glucosa fueron inducidas al estado hiperglicémico
mediante la administracién de los farmacos aloxan (150 mg/Kg i.p) o estreptozotocina
(50 mg/Kg i.p). Al noveno dia de esta administracion los niveles de glucosa fueron
medidos usando un glucometro (Glucolab). Las ratas que fueron consideradas
hiperglicémicas presentaron niveles de glucosa en sangre mayores a 250 mg/dL. Dicho
procedimiento es descrito en la Figura 7-1.

Ratas wistar (170-190 g)
Normoglicémicas

Distribucion al azar

Aloxan Estreptozotocina

Administracién

Aloxan Estreptozotocina

150mg/Kgi.p. 50 mg/Kg i.p.

l noveno dia

Determinacién niveles de glucosa
2250 mg/dL

Figura 7-1. Esquema de la metodologia empleada en el modelo de induccion
de hiperglicemia en los animales de experimentacion.
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7.6. Caracterizacion del efecto gastroprotector de glibenclamida en el dafio gastrico
inducido con etanol en ratas normoglicémicas.

Los animales de experimentacion normoglicémicos fueron divididos al azar en 6 grupos
(n=6) (Figura 7-2). Las ratas del grupo 1 (vehiculo) y 2 (etanol) recibieron un pre-
tratamiento con NaOH 0.05M a dosis de 0.1mL/100g via i.p. Mientras que los grupos
del 3 al 6 (glibenclamida) fueron administrados con dosis diferentes de glibenclamida 1,
1.7, 3, 10 mg/kg en NaOH 0.05 M via i.p. La induccion de la Ulcera péptica se realizd
pasadas 3 horas y media de acuerdo al procedimiento antes descrito (7.4 induccién y
evaluacion del dafio gastrico). En el caso del grupo 1 (vehiculo) se administré solucién
salina en lugar de etanol. El procedimiento antes descrito se representa en la Figura 7-
2.

Ratas wistar (220-250 g)
Normoglicémicas

Ayuno 18 h l Distribucién al azar

G thl’culo ‘ Etanol . Glibenclamida
rupos
\

J

|
Vehiculo Glibenclamida
Pre-tratamiento | NaOH 0.05 M 0.1mL/100 g i.p. 1,1.7,3,10 mg/Kg i.p.
l 3 h 30 min
Induccién
de tilcera 1mL SIn Salina p.o. 1mL ETOH absoluto p.o.
l 2h
Sacrificar .
animales CO, Extraccion del estémago

Medir lesiones
Célculo indice de Ulcera

Figura 7-2. Esquema de la metodologia empleada en la caracterizacion del efecto gastroprotector de
glibenclamida en ratas normoglicémicas con el modelo de induccién de Ulcera con etanol.
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7.7.Participacion de los canales de K*atp en el mecanismo de accion gastroprotector
de glibenclamida.

La evaluacion del efecto del pre-tratamiento de diazoxido en la actividad
gastroprotectora de la glibenclamida se realiz6 de la siguiente manera: los animales de
experimentacion fueron divididos al azar en 4 grupos (n=6-12) (Figura 7-3). Las ratas
del grupo 1 (etanol), 2 (diazoxido) y 3 (glibenclamida) recibieron un pre-tratamiento con
NaOH 0.05M a dosis de 0.1mL/100g via i.p; mientras que las del grupo 4 (diazoxido +
glibenclamida) fueron tratadas con diazoxido a dosis de 3 mg/Kg i.p. Un segundo
tratamiento fue administrado después de transcurridos 30 min. Las ratas del grupo 1
recibieron NaOH 0.05M a dosis de 0.1mL/100g via i.p., el grupo 2 recibi6é diazoxido a
dosis de 3 mg/Kg i.p. y el grupo 3 - 4 fue administrado con glibenclamida a dosis de 3
mg/Kg i.p. La induccion de la Ulcera péptica se realizo transcurridas 3 horas y media de
acuerdo al procedimiento antes descrito (5.5 induccién y evaluacion del dafio gastrico)
(Figura 7-3).

Ratas wistar (220-250 g)

Normoglicémicas

\L Distribucion al azar

Ayuno 18 h
Grupos O Etanol . Diazoxido } ‘Glibenclamida Q [.)|azomdo.+
\ J
1 Diazoxido
Vehiculo NaOH 0.05 M 0.1mL/100¢gi.p. 3me/Ke L.
| 30 min
Pre-trgtammermto

Vehiculo (NaOH 0.05 Diazoxido Glibenclamida Glibenclamida

M) 0.1mL/100 gi.p. 3mg/Kgi.p. 3mg/Kgip. 3Img/Kgi.p.

l 3h
Induccion de ulcera 1mL ETOH absoluto p.o.

| 2h
Sacrificar
— :
animales CO, Extraccion del estdmago [

Calculo indice de Glcera

Medir lesiones ]

Figura 7-3. Esquema de la metodologia empleada en la determinacién de la participacion de los
canales K'a7p en el mecanismo gastroprotector de glibenclamida
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7.8.Influencia de glibenclamida sobre mediadores endégenos de gastroproteccion
normoglicémicas.

7.8.1. Tratamiento de animales de experimentacién

Los animales de experimentacion normoglicémicos (Figura 7-4) fueron divididos al azar
en 3 grupos n26. Las ratas del grupo 1 (vehiculo) y 2 (etanol) recibieron un pre-
tratamiento con NaOH 0.05M a la dosis de 0.1mL/100g via i.p. Mientras que el grupo 3
(glibenclamida) fue administrado con glibenclamida a la dosis de 10 mg/kg en NaOH
0.05 M via i.p. La induccién de la Ulcera péptica se realizé después de 3 horas y media
para lo cual se administré intragstricamente 1mL de etanol absoluto. En el caso del
grupo 1 (vehiculo) se administré solucién salina en lugar de etanol. Dos horas mas
tarde el animal fue sacrificado en camara de CO,, y de forma inmediata el estbmago fue
disectado y lavado con solucién salina.

El tejido gastrico fue almacenado en el congelador (Thermo Scientific Revco® Value
Series Model ULT390-3-A35) a -72°C hasta las determinaciones de sulfuro de
hidrogeno, glutation, MDA y TFN-a. Para la determinaciéon de oxido nitrico y
prostaglandina E; se empled tejido gastrico recién extraido. 300 mg de tejido gastrico
fueron seccionados con tijeras dentro de un tubo eppendorf con 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de sodio (10 mmol/L; pH 7.4).

El tubo eppendorf fue colocado en un bafio de agua a 37°C por 20 minutos.
Posteriormente el tubo con muestra fue centrifugado a 9000 g por 1 minuto. El
sobrenadante fue conservado en el congelador (Thermo Scientific Revco® Value Series
Model ULT390-3-A35) a -72°C hasta su analisis.

Ratas wistar (220-250 g)

Ayuno 18 h __ Distribucién al azar

6 O Vehiculo ‘ Etanol ‘Gllbenclamlda
rupos

Gllbenclamlda
10 mg/Kg i.p.

[ 3h30min

Vehlculo
NaOH 0.05 M 0.1mL/100g i.p.

Pre-tratamiento

Induccién
de tlcera 1mL SIn Salina p.o.

1mL ETOH absoluto p.o. |
| 2h

Sacrificar
animales CO, Extraccién del estomago

/
Tratamiento del tejido sin congelar Congelar a-72°C
Determinacién mediadores Determinacién mediadores
NO, PGE, H,S, GSH, MDA, TNF-a

-

Figura 7-4. Esquema de la metodologia empleada en los tratamientos de los animales de
experimentacion para la determinacion de la influencia de glibenclamida en los mediadores endégenos
de gastroproteccion en animales normoglicémicos.
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7.8.2. Determinacion espectrofotométrica de los niveles enddégenos de Oxido
nitrico en estbmago.

o Preparacion de la curva estandar

Se coloc6 en un tubo de ensaye 0.9 mL de solucién amortiguadora de fosfato de sodio
(10 mmol/L; pH 7.4) y se adicionaron 0.1 mL de estandar reconstituido de nitratos para
obtener una concentracion stock de 200 pyM. Posteriormente se construyé una curva
estandar de nitratos con las siguientes concentraciones 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 uM;
las soluciones control solamente contenian solucion amortiguadora. Cada
concentracion de la curva fue trabajada por triplicado.

o Preparaciéon de la muestras de tejido gastrico

El sobrenadante proveniente de las muestras de tejido gastrico fue descongelado a
temperatura ambiente (Ver 7.8.1).

o Desarrollo del ensayo

La determinacion del oxido nitrico se realizO mediante la reaccion colorimétrica de
Griess (Green et al., 1982). Se colocé una alicuota de 80 pL de las soluciones estandar
0 sobrenadante de muestra en pozos de una microplaca para BIO-RAD, en cada uno
de ellos se agregd 10 uL de sustancia Co-factor y 10 uL de mezcla nitrato reductasa, se
dej6 incubar por 3 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se les adicioné
50 pL de sulfanilamida y 50 yL de N(1-natftil)-etilendiamina, incubando por 10 minutos a
temperatura ambiente; tiempo suficiente para la formacion de un color azul. La placa
fue leida a 540 nm utilizando para ello un lector ELISA modelo 680 Microplate Reader
de la marca BIO-RAD (Chavez-Piia et al., 2011).
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7.8.3. Determinacion inmuno-enzimatica de los niveles enddgenos de
prostaglandina E, en estdmago.

La determinacion de PGE;, se llevo a cabo empleando el producto comercial EIA
Cayman Chemical como se describe a continuacion.

o Preparacion de la curva estandar

Se realiz6 una curva patrén de PGE;, en un rango de 7.8 pg de PGE,/mL a 500 de
PGEZ/mL (Figura 7_5) 100 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

1ml
EIA Buffer
S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 S8

Final

900 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

R EIA EIA EIA EIA EIA EIA EIA EIA

== ) Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer
10 ng/ml 1,000 500 250 125 62.5 31.3 15.6 7.8

Standard pg/ml pag/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg;ml
Figura 7-5. Diagrama de la preparacion de las soluciones de la curva patrén de PGE,

o Preparacion de la muestras de tejido gastrico

Del sobrenadante del tejido gastrico (apartado 7.8.1) descongelado a temperatura
ambiente, fueron tomados 20 pL que fueron diluidos con 980 pL de solucion
amortiguadora de EIA.

o Desarrollo del ensayo

La adicion de reactivos y cantidades en cada pozo de la placa EIA se efectud
considerando la muestra a analizar (blancos BIk, celdas de union no especifica NSB,
celda de actividad total TA, celdas de union maxima BO, estdndar o muestra de
sobrenadante). El orden se muestra en la Figura 7-6.

Blanco | Actividad | Unidn no Maxima | Estandar | Muestras

Reactivo (BIk) | total (TA) | especifica | unidn (Bp) | (S1-S8) | analizadas
(NSB)

1. Buffer EIA | - | —omee- 100 pL SopL | e | e
2. Soluciones

de la curva 50puL | e
patrén

3. Muestras 50 pL
4, Trazador | --=---- | --meee- 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
5. Anticuerpo | ----eem | smeeees | s 50 uL 50 pL 50 pL

Figura 7-6. Orden y cantidades de los reactivos adicionados para cada tratamiento antes de incubar la
placa
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La distribucion de las posiciones en la placa se muestra en la Figura 7-7.

2 3 456 7 8 9 11112

AQ@@@@@@@@OOO
B EnEE&@@M®EOO0
JCOCO000 00000
D (3EHO®@BOOOOQ
E@EGEEBEOOO00
F @EEOEBEOO000
6 EE@OOEEOOO0®
HEEEO®®EOO00OE

Figura 7-7. Asignacion de la posicion para cada ensayo realizado en la placa de EIA: 2 pozos para blancos
(BIk), 2 para celdas de unién no especifica (NSB), 5 para celdas de unién maxima (B0), 1 para celda de
actividad total (TA), 8 para concentraciones de la curva patron elaboradas por duplicado (S1-S8), 6 para
muestras por duplicado de tejido gastrico tratado sélo con vehiculo (1-6), 6 para muestras por duplicado de
tejido gastrico tratado con etanol (7-12), 6 para muestras por duplicado de tejido géstrico tratado con
glibenclamida/etanol (13-18).

Al finalizar la adiciéon de reactivos (Figura 7-6 y 7-7) la placa fue cubierta con una tapa
plastica adhesiva y se incubd a 4°C durante 18 horas. Trascurrido el tiempo de
incubacion, se vacié el contenido de los pozos y la placa fue lavada en 5 ocasiones
consecutivas, empleando la solucién amortiguadora de lavado.

Posteriormente se adicionaron 5 yL de trazador al pozo TA (Figura 7-7) y 200 uL de
reactivo de Ellman’s a todos los pozos. Se cubrié la placa con aluminio y se incub6 a
temperatura ambiente con agitacion ligera por un periodo de 60-90 minutos. Finalmente
se registré la absorbancia de cada pozo a una longitud de onda de 412 nm en un lector
ELISA modelo 680 Microplate Reader de la marca BIO-RAD.
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7.8.4. Determinacion espectrofotométrica de los niveles endogenos de sulfuro de
hidrogeno en estomago.

o Preparaciéon de la curva estandar

Se pesaron 17.9 mg de NaHS y se disolvieron en 50 mL de acetato de zinc 0.05%. A
partir de éste stock se prepar6 una solucién con una concentracion final de 192 pumol/L.
Posteriormente se realiz6 una curva estandar, en el rango de concentraciones entre 0 y
192 pmol/L de H,S.

o Preparacion de la muestras de tejido gastrico

1g de tejido géstrico descongelado a temperatura ambiente, se homogeneiz6 en frio
agregando 900 pL de acetato de zinc 0.05%. El homogeneizado fue centrifugado a
14000g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se conservd para el desarrollo del
ensayo.

o Desarrollo del ensayo

La determinacion del sulfuro de hidrégeno se realiz6 mediante la reaccion colorimétrica
de formacién del azul de metileno (Bulatov et al., 2006). 350 uL de la solucion estandar
o de homogeneizado de muestra de tejido fueron colocados en tubos ependorf. A los
tubos eppendorf se les adicion6 50 pL de &cido tricloroacético 10%. Seguidamente
fueron mezclados y centrifugados a 14 000g por 10 minutos a 4°C.

Del sobrenadante obtenido de las soluciones estandar fueron colocados 170 pL en
otros tubos eppendorf. En el caso de las muestras de tejido, fueron colocados 120 pL
de sobrenadante y 50 pL de solucion estandar (48 pumol/L). A los tubos se afiadieron 40
pL de sulfato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina 20mmol/L (disuelta en HCI 7.2 M) y fueron
agitados en vortex por 1 minuto. Seguidamente se adicionaron 40 uL de cloruro férrico
30mmol/L (disuelto en HCI 1.2 M) y fueron agitados en vortex por 1 minuto.

Los tubos fueron incubados por 20 minutos para el desarrollo de una coloracion azul-
verde. Transcurrido este tiempo se les realizé una extraccién con 500 uL de cloroformo.
450 pL de la fase organica fueron evaporados en un tubo de vidrio a 60°C en una estufa
a presion reducida. Una vez que el tubo de vidrio llegd a temperatura ambiente, el
contenido fue re-suspendido con 220 pL de alcohol etilico 96°. Del alcohol etilico fueron
tomados 190 puL para colocar en la placa para lector ELISA modelo 680 Microplate
Reader de la marca BIO-RAD, determinandose las absorbancias a 655 nm.
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7.8.5. Determinacion espectrofotmétrica de los niveles enddgenos de glutation
en estbmago

o Preparacion de la curva estandar

Se prepard una soluciéon stock pesando 9.22 mg de GSH reducido y disolviéndolos en
10 mL de EDTA 0.02 M. A partir de ella se prepar6 una solucion con una concentracion
final de 504umol/L de GSH. Posteriormente se realizé una curva estandar en un rango
de concentraciones entre 0 y 378umol/L de GSH.

o Preparacion de la muestra de tejido gastrico

200 mg de tejido gastrico descongelados a temperatura ambiente, fueron
homogeneizados con 1.5 mL de EDTA 0.02M. El homogeneizado fue centrifugado a
3000g por 5 minutos. El sobrenadante se conservo para el desarrollo del ensayo.

o Desarrollo del ensayo

La determinacion de glutatibn se realiz6 mediante la reaccion colorimétrica de los
grupos sulfhidrilos no proteicos (Lindsay y Sedlak, 1968). 400 pL de la solucion
estandar o sobrenadante de muestra de tejido géastrico fueron colocados en un tubo
ependorf con 320uL de agua destilada y 80 pL de acido tricloroacético 50%. Los tubos
fueron mezclados y centrifugados a 3000g por 15 minutos. De éstos sobrenadantes se
tomaron 80 pL que fueron colocados en una placa para BIO-RAD, con la siguiente
adicion de 160 pL de Buffer TRIS 0.4M pH 9 y 20 yL de acido 5,5-ditio-bis 2-
nitrobenzoico (DTNB) 0.002M (disuelto en metanol). La placa fue agitada en el BIO-
RAD 680 por 5 minutos y finalmente leida a 412 nm.
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7.8.6. Determinacion espectrofotométrica de los niveles enddgenos de
malondialdehido en estémago.

o Preparacion de la curva estandar

Se prepar6 una solucién stock pesando 7.8 mg de malondialdehido tetrametilamonio y
disolviéndolos en 25 mL de agua destilada. A partir de ella se prepar6 la soluciéon SO
con una concentracion final de 125 umol/L de MDA. Posteriormente se realizé una
curva estandar en un rango de concentraciones entre 0 y 60.62 pumol/L de MDA.

o Preparacion de la muestras de tejido gastrico

Un conjunto de 5 tejidos gastricos fue descongelado a temperatura ambiente, fueron
homogeneizados con 2 mL de cloruro de potasio (1.15%). EI homogeneizado fue
centrifugado a 10 000g por 5 minutos. El sobrenadante del homogeneizado fue
conservado para el desarrollo del ensayo.

o Desarrollo del ensayo

La determinacion de malondialdehido se realizO mediante la reaccion del acido
tiobarbitdrico (Yagi, 1998; Armstrong y Browne, 1994). 200 uyL de las soluciones
estandar fueron colocados en tubos ependorf. En el caso de las muestras de tejido
fueron colocados 150 pL del sobrenadante y 50uL de estandar (26.25 uM).

A los tubos les fue adicionado 100uL de lauril sulfato de sodio 8.1% y se incubaron por
5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se les adicion6 350 pL de acido
tiobarbitarico 5.2 mg/mL (disuelto en &cido acético 20% pH 3.5). Los tubos fueron
mezclados e incubados a 95°C por 60 minutos. Trascurrido éste tiempo, se les dejo
enfriar en frio por 5 minutos y fueron centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. 400 pL
de éste sobrenadante fueron extraidos con 300 pL de n-butanol. Después de una
centrifugacion a 10 000g por 5 minutos, 200uL de n-butanol fueron puestos en una
placa para BIO-RAD y leidos a 540 nm.
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7.8.7. Determinacion inmunoenzimatica de los niveles endogenos de TNF-a en
estomago.

La determinaciéon del TNF-a se realizé con el producto comercial ALPCO como se
describe a continuacion.

o Preparacion de la curva estandar

Se realizé una curva patron de TNF-a en un rango de 0 a 375 pg de TNF-a /mL (Figura
7-8).

225 pl 300 i 300 pl 300 pl 300 pl 300 i 300 i

/\ T NN X

Resuspended
Standard

= aEEN

2,000 750 375 187.5 93.8 46.9 234 1.7 0
- pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Figura 7-8. Procedimiento para la preparacion de las soluciones de la curva patrén de TNF-a

o Preparacion de la muestras de tejido gastrico

100 mg de tejido gastrico fue homogeneizado con 700uL de buffer de azida de sodio
0.1%. El homogeneizado fue centrifugado a 10 000 rpm por 10 minutos. 500 pL del
sobrenadante fueron diluidos segun el tratamiento. Vehiculo: 1:1:1; EtOH: 1:1:2; Gli 10:
1:1:8

o Desarrollo del ensayo

80uL de muestra diluida o 100uL de solucion estandar fueron adicionados en los pozos
de la placa de ELISA. Después de cada adicion de reactivos, la placa se cubrié y dejé
en incubacion a temperatura ambiente. Una vez transcurrido éste tiempo, la placa fue
decantada y lavada con la solucién amortiguadora-lavado en 4 ocasiones consecutivas.

En el ensayo se realizaron las siguientes adiciones: 100uL del conjugado de biotina,
incubacion por 1 hora; 100 pL de la solucién de trabajo de streptavidin-HRP, incubacion
por 30 minutos; 100 pL de cromégeno estabilizador, incubaciéon por 30 minutos en la
oscuridad; 100 pL de la solucién stop (acido sulfurico 0.2 N) con agitacion suave.

Finalmente la lectura de las absorbancias se realiz6 a 450 nm en un equipo BIO-RAD
680
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7.9. Caracterizacion del efecto de la administracion de glibenclamida sobre el dafio
géstrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas.

Al décimo dia después de la administracion del agente hiperglicemiante (aloxan 6
estreptozotocina) los animales hiperglicémicos (glucosa noveno dia mayor a 250
mg/mL) fueron destinados para la evaluacion del efecto de la glibenclamida sobre el
dafio gastrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas o la determinacion de la
influencia de glibenclamida en los niveles de glutation y MDA en ratas hiperglicémicas.

En esta parte de la investigacion se realizd un disefio de experimentos factorial (tipo de
agente hiperglicemiante y tratamiento experimental, con tres niveles respectivamente)
con la finalidad de obtener informacion sobre la posible interaccion de éstos factores.

Para la caracterizaciéon del efecto de la administracion de glibenclamida sobre el dafio
gastrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas, los animales de experimentacion
hiperglicémicos se dividieron al azar en 3 grupos (n=6) (Figura 7-9). Las ratas del grupo
1 (vehiculo) y 2 (Etanol) fueron pre-tratadas con NaOH 0.05M 0.1mL/100g via i.p, las
del grupo 3 (glibenclamida) fueron administradas con glibenclamida a dosis de 10
mg/Kg en NaOH 0.05 M via i.p. La induccion de la ulcera péptica se realizé pasadas 3
horas y media de acuerdo al procedimiento antes descrito (induccion y evaluacion del
dafio gastrico). En el caso del grupo 1 (vehiculo) se administré solucion salina en lugar
de etanol. El procedimiento antes descrito se representa en la Figura 7-9.

Ratas wistar (220-250 g)
Hiperglicémicas

Ayuno 18 h \L Distribucién al azar

6 @Vehiculo ( ‘Glibenclamida
rupos \
J
f

\

Vehiculo Glibenclamida
Pre-tratamiento | NaOH 0.05 M 0.1mL/100 g i.p. 10 mg/Kg i.p.

l 3 h 30 min

Induccién
de ulcera

1mL Sin Salina p.o. 1mL ETOH absoluto p.o.

i 2h
Sacrificar - )
animales CO, Extraccién del estémago

Medir lesiones
Célculo indice de Ulcera
Figura 7-9. Metodologia empleada para la caracterizacion del efecto de la administracion de
glibenclamida sobre el dafio gastrico inducido con etanol en ratas hiperglicémicas
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7.10. Influencia de glibenclamida en mediadores de estrés oxidativo en ratas
hiperglicémicas.

Los animales de experimentacion hiperglicémicos (Figura 7-10) fueron divididos al azar
en 3 grupos n26. Las ratas del grupo 1 (vehiculo) y 2 (etanol) recibieron un pre-
tratamiento con NaOH 0.05M a la dosis de 0.1mL/100g via i.p. Mientras que el grupo 3
(glibenclamida) fue administrado con glibenclamida a la dosis de 10 mg/kg en NaOH
0.05 M via i.p. La induccién de la Ulcera péptica se realizé después de 3 horas y media
para lo cual se administrd intragstricamente 1mL de etanol absoluto. En el caso del
grupo 1 (vehiculo) se administré solucién salina en lugar de etanol. Dos horas mas
tarde el animal fue sacrificado en camara de CO,, y de forma inmediata el estbmago fue
disectado y lavado con solucion salina.

El tejido gastrico fue almacenado en el congelador (Thermo Scientific Revco® Value
Series Model ULT390-3-A35) a -72°C hasta las determinaciones de glutation y
malondialdehido. Las cuales se realizaron como se describié previamente en otros
apartados. Lo anterior se representa en la siguiente Figura 7-10.

Ratas wistar (220-250 g)
Hiperglicémicas

Ayuno 18 h J/ Distribucién al azar

G @Vehl’culo ‘ Etanol ] ‘Glibenclamida
rupos
J

\

Y
Vehiculo Glibenclamida
Pre-tratamiento NaOH 0.05 M 0.1mL/100 g i.p. 10 mg/Kg i.p.
l 3 h 30 min
Induccion
de dlcera 1mL Sin Salina p.o. 1mL ETOH absoluto p.o.
l 2h
Sacrificar
animales CO, Extraccion del estomago

l

Congelar a -72°C
Determinacion mediadores
GSHy MDA

Figura 7-10. Metodologia empleada para la determinacion del efecto de glibenclamida en los
mediadores de estrés oxidativo en ratas hiperglicémicas.
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7.11. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos se presentan como la media + el error estdndar de la media (ESM).
La comparacion entre dos 0 mas grupos se determiné mediante la prueba de analisis
de varianza de una via por rangos Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Tukey segun
corresponda. Los valores de P < 0.05 fueron considerados como muestra de la
existencia de diferencias significativas entre medias.

Para la evaluacion de la significancia estadistica en los experimentos factoriales, se
realizd el analisis de varianza de dos vias seguido de la prueba de Holm/Sidack.
Empleandose el software estadistico SigmaPlot 11.0.
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8. RESULTADOS

Glibenclamida en dosis mayores a 1 mg/kg, mostré efecto gastroprotector significativo
(p<0.05) pero no dosis dependiente contra el dafio inducido con etanol en animales
normoglicémicos (Gréfico 8-1).

100+

a1
<

r

% Indice de Ulcera

EtOH 1 1.7 3 10

EtOH + Glibenclamida (mg/Kg i.p.)

'Gréfico 8-1. Efecto gastroprotector de glibenclamida en el dafio gastrico inducido con
etanol absoluto en ratas normoglicémicas. Los resultados se presentan como % indice de
tlcera promedio + ESM (n=8-10). 'Diferencia significativa por la Prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de Dunn (p < 0.05) con respecto al grupo tratado unicamente con
Etanol.
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La glibenclamida (3mg/Kg) presenté un efecto gastroprotector en el modelo de
induccion de dafio con etanol. El pre-tratamiento con diazoxido no revirtio la actividad
protectora de glibenclamida (Gréfico 8-2).
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Grafico 8-2. Efecto del pretratamiento con diazoxido (3mg/Kg i.p.) de glibenclamida (3mg/Kg
i.p.) en el dafio gastrico inducido con etanol absoluto en ratas normoglicémicas. Los resultados
se presentan como la media + ESM (n=6). ‘Diferencia significativa por la Prueba de Kruskal-
Wallis/Dunns (p < 0.05) con respecto al grupo tratado unicamente con Etanol.
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La administracién de etanol en la mucosa géstrica revel6 la disminucién de los niveles de diferentes mediadores
enddgenos como PGE,, NO (nitritos/nitratos) y glutation; Adicionalmente elevo los niveles de sulfuro de hidrogeno y MDA
en comparacion con los grupos tratados con vehiculo (Cuadro 8-1). La glibenclamida en este modelo de induccion de
Ulcera, restablecié los niveles gastricos de PGE,, NO (nitritos/nitratos) y glutation; asi mismo disminuyo el nivel de sulfuro
de hidrégeno a niveles basales. Sin embargo la glibenclamida no ejercio influencia sobre los niveles de MDA, ni sobre los
de TNF-a en la mucosa gastrica (Cuadro 8-1).

Cuadro 8-1. Efecto de glibenclamida (10 mg/Kg, i.p.) en la modulacion de mediadores endégenos en el modelo de induccién de
Ulcera con etanol absoluto en ratas normoglicémicas. Los resultados se presentan como niveles promedio £ ESM en estébmago de
ratas wistar (n=8-10).°Diferencia significativa por la Prueba de ANDEVA por rangos Kruskal-Wallis/Tukey (p < 0.05) con respecto al
grupo tratado Gnicamente con vehiculo, °P < 0.05 vs. glibenclamida.

© Mediad
% *E Mediadores gastroproteccion Mediadores estrés oxidativo . edia cu: 'en
S o inflamacion
£ £
m ™
E ; PGE2 Nitritos/nitratos f\li.lt:fr;rc:a:: Glutation Lipoperoxidacion TNF-a
- (ng/ g tejido) (ng/ g tejido) (umol/ ggteji do) (umol/ g tejido) | MDA (nmol/ g tejido) | (nmol/ g tejido)
Vehiculo 139.20 £34.4 | 119.6+18.7 4,99 £0.16 105.2+2.62 33.06 + 0.91 1.18+£0.13
Etanol 68.26 +4.7° 61.4 + 4.4%P 5.83 +0.25° 66.07 + 7.162P 62.19 + 0.94° 155+ 0.09
EtOH +
Glibenclamida | 167.0%£8.7 107.9+14.1 4.77+0.09 116.2+ 14.16 5830+ 1.42 1.18+0.08
(10mg/Kg)
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La Glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) no present6 efecto gastroprotector en los animales
hiperglicémicos tratados con aloxan (150 mg/Kg) o con estreptozotocina (50mg/Kg)
(Grafico 8-3) como lo present6 en los animales normoglicémicos.En este respecto el
tratamiento estadistico de los resultados mostré que existe una interaccion significativa
entre los factores animales normoglicémicos y animales hiperglicémicos, pero no entre
los tipos de agentes hiperglicemiantes empleados aloxan y estreptozotocina

200-
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£ 150-
o
8 ——
3 1004
&)
e
.8 50+
© T
=

0-
Gli Gli EtOH Gli
Normoglicémicas STZ (50 mg/Kg i.p.)

Allox (150 mg/Kg i.p.)

Grafico 8-3. Efecto de glibenclamida (10 mg/Kg i.p.) en el dafio gastrico inducido con etanol
absoluto en ratas tratadas con diferentes agentes hiperglicemiantes (STZ ¢é Allox). Los
resultados se presentan como indice de Ulcera promedio + ESM (n=8-10). Diferencia
significativa por la prueba de ANDEVA de dos vias/Holm-sidack (p < 0.05) con respecto al
grupo de ratas normoglicémicas tratado Unicamente con glibenclamida.
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El tratamiento con los agentes hiperglicemiantes aloxan y estreptozotocina redujo los
niveles basales gastricos de glutation (Cuadro 8-2). También la induccion de la Ulcera
con etanol disminuyé los niveles de glutatibn presentes en la mucosa gastrica de los
animales normoglicémicos asi como en los hiperglicémicos (Cuadro 8-2). El pre-
tratamiento con glibenclamida (10mg/Kg) no restauro los niveles de glutation gastricos
en las ratas (Cuadro 8-2).

Cuadro 8-2. Efecto de glibenclamida (10 mg/Kg) en la modulacién de niveles de glutation en el
modelo de induccion de Ulcera con etanol absoluto en ratas tratadas con diferentes agentes
hiperglicemiantes. Los resultados se presentan como hiveles promedio £+ ESM en estdmago de
ratas wistar (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa por la prueba de ANDEVA de dos
vias/ Holm-Sidak (P < 0.05) con respecto al grupo tratado con vehiculo normoglicémicas, °P <
0.05 vs.glibenclamida normoglicémicas, ‘P < 0.05 vs.etanol estreptozocina, P < 0.05
vs.glibenclamida estreptozotocina, *P<0.05 vs.vehiculo estreptozotocina, 'P< 0.05 vs.vehiculo
aloxan, °P < 0.05 vs.glibenclamida aloxan

Niveles de glutation (umol/ g tejido)

Agente hiperglicemiante

T Ninguno Estreptozotocina Aloxan

o . .

£ (normoglicémicas) STZ

£

o

S Vehiculo 105.2+2.62%f | 70.63+19.87¢d | 53.34+10.71
U

0

]

G

= Etanol 66.79 + 8.22 @b 31.90+4.99 36.94 +4.80
S

C

=

EtOH + Glibenclamida

122.57+14.60%8 | 24.77+3.19 | 33.88+8.38
(10 mg/Kg)
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El nivel de MDA (indicador de lipo-peroxidacion) fue aumentado (p<0.05) por el agente
hiperglicemiante estreptozotocina pero no por aloxan con respecto al nivel de las
normoglicémicas (Cuadro 8-3). La induccion de la Ulcera con etanol en animales
normoglicémicos asi como en los hiperglicémicos aloxan incrementd la concentracion
de MDA gastrico (p<0.05) pero no en los tratados con estreptozotocina (Cuadro 8-3). El
pre-tratamiento de glibenclamida no modificé los niveles de MDA en la mucosa gastrica
en el modelo de induccién de dafio gastrico con etanol tanto en animales
normoglicémicos como en los animales hiperglicémicos tratados con aloxan o
estreptozotocina (Cuadro 8-3).

Cuadro 8-3. Efecto de glibenclamida (10 mg/Kg) en la modulacion de niveles de
malondialdehido (MDA) en estdbmago en el modelo de induccion de ulcera con etanol absoluto
en ratas hiperglicémicas. Los resultados se presentan como niveles promedio + ESM en
estébmago de ratas wistar (n=6). °Diferencia significativa por la prueba de ANDEVA de dos vias/
Holm-Sidak(P < 0.05) con respecto al grupo tratado con etanol normoglicémicas, "P<0.05 vs
glibenclamida normoglicémicas,’P<0.05 vs glibenclamida estreptozotocina, °P<0.05 vs.etanol
aloxan, °P<0.05 vs.glibenclamida aloxan, 'P<0.05 vs.vehiculo estreptozotocina, °P<0.05
vs.etanol estreptozotocina.

Niveles de malondialdehido (MDA) (nmol/ g tejido)

Agente hiperglicemiante

§ Ninguno Estreptozotocina Aloxan

S (normoglicémicas) STZ

E

3

2 Vehiculo 33.06 + 0.9020 f 38.18+0.98< | 36.25+0.95%¢
3]

S

o

' Etanol 62.19 + 0.94 4.2 41.20+1.11 40.21+0.51
S

g

(=

EtOH + Glibenclamida

58.30 + 1.42¢¢ 43.86 +1.27 42.11+0.64
(10 mg/Kg)
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La glibenclamida presentd actividad gastroprotectora significativa en el modelo de
induccion de ulcera con etanol en ratas Wistar macho normoglicémicas (Grafica 8-1). El
mecanismo de accion gastroprotector de la glibenclamida esta relacionado con la
modulacién de los niveles de los mediadores enddgenos: prostaglandina E,, oxido
nitrico, sulfuro de hidrégeno y glutation en la mucosa gastrica (Cuadro 8-1). Este efecto
gastroprotector de la glibenclamida estd de acuerdo con Peskar et al., 2002. Estos
autores reportan que la actividad gastroprotectora de este farmaco se present6 a dosis
mayores de 10mg/Kg en un modelo de induccién de ulcera con etanol al 70%.

Existen diversos estudios en donde la glibenclamida se ha empleado como una
herramienta Gtil para comprender la participacion de los canales K*atp en el mecanismo
de accion de diversas sustancias antiulcerosas (Medeiros et al., 2008; Chavez-Pifa et
al., 2010; Pazoki-Toroudi et al., 1999; Akar et al., 1999). El 16,16-dimetil-PGE2, etanol
20%, salicilato de sodio, cloruro de litio, dietiimaleato, dimercaprol, cromakalima y
diazoxido activan el canal K'arp aumentando el flujo sanguineo gastrico, permitiendo la
llegada de nutrientes y removiendo las sustancias téxicas de la mucosa gastrica
(Peskar et al., 2002; Doi et al., 1998). Pazoki-Toroudi et al., 1999 reportaron que la
activacion de los canales K'atp presentes en la microcirculacion gastrica, desarrollé
efectos protectores en varios modelos de induccién de dafio gastrico. Por otro lado la
glibenclamida ha sido ampliamente usada como antagonista de los canales K'atp,
revirtiendo el efecto protector de sustancias activadoras (Peskar et al., 2002; Doi et al.,
1998). En el presente trabajo el pre-tratamiento a la dosis de 3mg/Kg con diazoxido no
revirtio el efecto gastroprotector de la glibenclamida (Gréafico 8-2). Esto sugiere que el
efecto gastroprotector de glibenclamida no esta relacionado con la participacién de los
canales K'atp en la microcirculacion géastrica.

Gribble y Reiman, 2003 demostraron que la glibenclamida posee diferentes
velocidades de disociacion de los canales K'arp. En los canales localizados en las
células B del pancreas su velocidad de disociacion es baja, debido a que su union a la
subunidad SUR1 se realiza por sus grupos quimicos sulfonilurea y benzamino. Por otro
lado en los canales K'atp del tejido vascular la unién de la glibenclamida es
rapidamente reversible, debido a que se une con la subunidad SUR2 Unicamente
mediante su grupo benzamino (Gribble y Reiman, 2003).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la unién de la
glibenclamida a las venas de la mucosa gastrica se ve rapidamente revertida, por lo que
no participa en su actividad gastroprotectora.
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En estudios previos se ha reportado que la induccién de la ulcera con etanol origina
zonas de lesiones hemorragicas con congestion vascular y necrosis (Al-Shabanah et
al., 2000). Estas lesiones son causadas por distintos factores: dafio directo sobre las
células epiteliales, solubilizacion de la superficie de la mucosa gastrica (Szabo, 1990) y
constriccion de vénulas submucosas (Yonei y Guth, 1991).

Por consiguiente existe alteracion de los niveles de las sustancias endbégenas de
gastroproteccién, como la disminucion de los niveles de prostaglandinas (Chavez-Pifia
y Navarrete, 2009); una reduccibn en la actividad de la enzima NOS vy
consecuentemente una reduccion de los niveles de oxido nitrico (Chavez-Pifa et al.,
2011) y también la sobreproduccion de sulfuro de hidrégeno en la mucosa gastrica
(Chavez-Pina et al., 2010).

Los resultados del presente trabajo corroboran lo antes mencionado ya que la induccion
de la ulcera con etanol disminuyd los niveles de PGs y 6xido nitrico; en contraste
incrementd los niveles de sulfuro de hidrégeno (Cuadro 8-1). La glibenclamida a
10mg/kg restauro los niveles de PGE; y 6xido nitrico, mientras que disminuyo el sulfuro
de hidrégeno a niveles basales (Cuadro 8-1). Por lo tanto se puede considerar que los
efectos gastroprotectores de la glibenclamida estan relacionados con un incremento de
los factores de defensa de la mucosa, los cuales incluyen la regulacion de la secrecion
de moco-bicarbonato y el aumento en el flujo sanguineo por parte de las
prostaglandinas y el éxido nitrico gastrico (Laine et al., 2008; Wallace y Granger, 1996).
Simultaneamente el sulfuro de hidrégeno evita la adherencia de leucocitos al endotelio
vascular (Fiorucci et al., 2005) y media la microcirculacion gastrica mediante la
activacion directa de los canales K'atp (Tang et al., 2010).

Es necesario considerar al estrés oxidativo como un factor importante en el desarrollo
del dafio gastrico con etanol (Nagy et al., 2007). En este aspecto, la generacion de
radicales libres y el aumento de la lipido peroxidacion llevan al dafio endotelial y a su
vez abaten los niveles de la sustancia antioxidante glutatiéon (Nagy et al., 2007).

El pre-tratamiento con la glibenclamida ejercié un efecto regulador sobre los niveles de
glutation en la mucosa gastrica (Cuadro 8-1), promoviendo un incremento en las
defensas antioxidantes endégenas que neutralizan a estos radicales libres. A pesar de
que el pre-tratamiento de la glibenclamida incrementé los niveles de glutation, no
modificé el nivel del malondialdehido; indicador de estrés oxidativo (Cuadro 8-1). Lo que
sugiere que la administracion de etanol impacta sobre otros sistemas antioxidantes del
estbmago y aparentemente la glibenclamida no ejerce modulacién sobre los mismos.

Adicionalmente el TNF-a también se relaciona en el dafio con etanol, por ser una
citoquina caracteristica de las primeras fases de la inflamacién (Appleyard et al., 1996;
Santucci et al., 1984). En el presente estudio el nivel del TNF-a no fue modulado por el
pre-tratamiento con glibenclamida (Cuadro 8-1). Con base en esto se propone que su
expresion no es participe del mecanismo gastroprotector de la glibenclamida.
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Por otra parte, los resultados de la investigacién sobre el efecto de la glibenclamida en
modelos de hiperglicemia con aloxan o estreptozotocina contra el dafio gstrico
inducido con etanol, muestran que no se presenta actividad gastroprotectora en
ninguno de los modelos de hiperglicemia empleados (Gréfico 8-3).

Los modelos animales para el estudio de la diabetes aloxan y estreptozotocina causan
un estado hiperglicémico por una disminucion de las células beta, que ocasiona una
reduccion de la liberacion de insulina (Gupta et al., 2004).

La hiperglicemia produce dafio oxidativo por la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) desarrollando complicaciones (Mohamed et al., 1999). El estrés
oxidativo en la diabetes coexiste con una reduccion de la capacidad antioxidante
enddgena, lo cual puede aumentar los efectos negativos de los radicales libres
(Oberley, 1988). En relacién con este desbalance redox, los resultados del presente
estudio demuestran que los niveles de glutation basales en los modelos de
hiperglicemia se encontraron por debajo de los correspondientes a los animales
normoglicémicos (Cuadro 8-2). Esta disminucién en los niveles de glutation representa
un incremento en su uso por parte del estrés oxidativo (Matcovis et al., 1982); aunado a
esta situacion la induccion de la Ulcera con etanol agravo la reduccion de los niveles de
glutation en la mucosa géstrica. Contrariamente a lo esperado, la glibenclamida no
regulo los niveles de glutation en los animales hiperglicémicos (Cuadro 8-2).

A pesar de que en estudios previos la glibenclamida mostré propiedades para:
normalizar los niveles de la catalasa en los tejidos de ratas diabéticas (pulmones,
corazon, cerebro, rifién) (Tdzun et al., 1999) y de la actividad de la superoxido
dismutasa en higado de ratas diabetizadas con aloxan (Altan et al.,, 1994); estas
actividades no pudieron ser relacionadas con algun efecto protector de la mucosa en
las ratas hiperglicémicas, como lo observado con los farmacos antidiabéticos
metformina y rosiglitazona (Morsy et al., 2010).

Ademas los resultados obtenidos sobre los niveles de lipido peroxidacion basales en el
estbmago de las ratas hiperglicémicas tratadas con estreptozotocina muestran un
incremento en comparacion con las ratas normoglicémicas, lo cual esta relacionado con
el desarrollado estrés oxidativo que se presenta durante el estado hiperglicémico
(Tunali y Yanardag, 2006). En contraste, con aloxan los niveles de MDA no se
modificaron (Cuadro 8-3). A su vez la glibenclamida tampoco mostré efecto regulador
sobre la concentracion de MDA en la mucosa gastrica en los modelos de hiperglicemia
evaluados en este trabajo.

Siguiendo con los efectos del estrés oxidativo en los modelos de hiperglicemia
empleados, destaca la observacion de que el nivel de MDA gastrico no fue elevado con
la induccion de la tlcera con etanol.
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Debido a que en el estado hiperglicémico la capacidad plasmatica antioxidante se ve
significativamente incrementada, viéndose reflejada principalmente en un aumento del
nivel de la vitamina E, lo que es pertinente pues ésta sustancia modula el estrés
oxidativo e incrementa la resistencia de los eritrocitos a la oxidacién (Feillet-Coudray et
al., 1999).

En resumen, el estado hiperglicémico caracterizado por un desarrollado estrés oxidativo
ocasiona diversos dafios a los tejidos, la severidad de éste dafio depende del tipo de
células involucradas. Se ha reportado que las células del tejido vascular endotelial son
mas susceptibles al dafio causado por los radicales libres (Giacco y Brownlee, 2010).
Esta situacion repercute en la integridad de la microcirculacion sanguinea, que es un
mecanismo de gastroproteccion principal contra el dafio inducido por agentes quimicos
(Wallace y Granger, 1996). Lo cual puede desencadenar en una afectacion en la
actividad de los mediadores enddégenos protectores como las prostaglandinas, sulfuro
de hidrégeno y 6xido nitrico, que son moduladores del flujo sanguineo gastrico.

Aunado a esto la disminucion del sistema antioxidante glutation y el incremento de los
niveles de malondialdehido agravan el deterioro de los factores de defensa de la
mucosa Yy la hace mas susceptible al dafio. Lo que explica que la glibenclamida no
ejerciera actividad gastroprotectora en ninguno de los modelos de hiperglicemia
probados en este trabajo; dado que su mecanismo de accién gastroprotector esta
relacionado con la regulacion de los mediadores end6genos protectores de la mucosa
gastrica.

Cabe destacar que el presente estudio es el primero en demostrar el efecto
gastroprotector de la glibenclamida en los animales normoglicémicos en el modelo de
induccion de ulcera con etanol. Asi como de la modulacion de los mediadores
enddégenos prostaglandinas E,, Oxido nitrico, sulfuro de hidrégeno y glutation en su
mecanismo de accién protector de la mucosa gastrica. Por el contrario en ratas
hiperglicémicas inducidas con aloxan 6 estreptozotocina no se observd ningun efecto
gastroprotector por parte de la glibenclamida.
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10.

CONCLUSIONES

La glibenclamida presenta un efecto gastroprotector en el modelo de induccién
de Ulcera con etanol en ratas normoglicémicas.

El efecto gastroprotector de glibenclamida en ratas normoglicémicas esta
relacionado con la regulacion de los mediadores enddgenos prostaglandina E,
6xido nitrico, sulfuro de hidrégeno y glutation; pero no con los canales de K'arp
ni con la regulacion del malondialdehido y factor de necrosis tumoral alfa.

La glibenclamida no presenta efecto gastroprotector ni modulador de los
mediadores de glutation y malondialdehido en el modelo de induccién de Ulcera
con etanol en ratas hiperglicémicas con aloxan y estreptozotocina.
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11.

PERSPECTIVAS

Evaluar la actividad gastroprotectora de la glibenclamida utilizando inhibidores de
NO, PGE,, H,S, GSH, respectivamente; sobre lesiones gastricas inducidas con
etanol en ratas normoglicémicas, con la finalidad de tener mas informacion
acerca de su mecanismo de accidn gastroprotector y determinar su posible
blanco farmacologico.

Determinar si la glibenclamida estimula la produccion de moco mediante la
regulacion de los mediadores de gastroproteccion PGE, y Oxido nitrico como
parte de su mecanismo gastroprotector.
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12. ANEXOS

A. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de éxido nitrico en una
muestra.

La determinacion del 6xido nitrico por la reaccién de Griess se basa en la formacion de
un compuesto colorido a partir de los metabolitos estables del 6xido nitrico: los nitratos
(NO3) y nitritos (NO2) (Green et al., 1982). El nitrato es liberado del tejido a través de
fragmentaciéon mecénica con tijeras. Seguidamente es convertido a nitritos por accion
de la enzima nitrato reductasa (Tenorio et al., 2005) (Figura 12-1.A). El nitrito reacciona
con la sulfanilamida para formar un intermediario sal de diazonio (Figura 12-1.B), el cual
en presencia de la N-(1-naftil) etilendiamina produce un compuesto de diazonio de color
purpura intenso (Figura 12-1.C) (Green et al., 1982).
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| - ﬁlI ] NH,,
H,N N HN/\/
I +
- Hﬁ +
B) NO_ +
2
H,N—S=0
l H,N—S=0
; |
N —— — C
/\/NHZ
l. Nitrito NH
I1. Sulfanilamida OO
1. Intermediario sal de
diazonio N
V. N-(1-naftil) v
etilendiamina
V. Compuesto diazonio

HoN—8=0

Figura 12-1. Reacciones involucradas en la determinacion de 6xido nitrico en estémago.
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B. Fundamento de la determinacion inmuno-enzimatica de prostaglandina E..

El inmunoensayo-enzimatico (EIA) consiste en la competencia entre la prostaglandina
E, (PGE,) y el trazador de PGE, (conjugado de PGE,-acetilcolinesterasa) por una
cantidad limitada del anticuerpo monoclonal de PGE,. La concentracion de PGE; en la
celda es inversamente proporcional a la cantidad del trazador de PGE, que fue
desplazao por la unién del PGE, al anticuerpo PGE;.

En el presente ensayo es necesario considerar la conversion de los metabolitos de
PGE; en un derivado estable, el cual puede ser cuantificado facilmente por el EIA
(Figura 12-2).

Prostaglandina E,

15-ceto-prostaglandina E,

o 13,14-dihidroxi-15-ceto-prostaglandina E,
o' T
[+

‘base.hzat \ SN c00m 13,14-dihidroxi-15-ceto-prostaglandina A

2

Biciclo prostaglandina E,
(Derivado estable)

Figura 12-2. Formacion del biciclo de PGE,
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Al adicionar la mezcla de reaccion, el anticuerpo IgG-policlonal de cabra que se
encuentra en las placas se une al anti-PGE,. Seguidamente el PGE, de las
muestras 0 el trazador (por la parte PGE,) se enlaza al anti-PGE,. El trazador unido
con anti- PGE; se cuantifica mediante la medicion de la actividad de la
acetilcolinesterasa con el reactivo de Ellman (acetiltiocolina + acido 5,5-ditio-bis 2-
nitrobenzoico). Para ello la acetiltiocolina es hidrolizada por la acetilcolinesterasa del
trazador con la consiguiente produccion de tiocolina. La reacciéon no enzimatica de
la tiocolina con el DTNB produce el &cido 5-tio-2-nitrobenzoico (Figura 12-3), que es
de color amarillo y absorbe a 412 nm.

X .Q %
i Mezcla O Lavar
'c'ona; reaccion * ¢ ! o — R
el B S0ulmuestra O QLT Y iaaaal
Placa: Anti-IgG- Adicionar
Policlonal cabra 50 pL trazador o Reactivo de Ellman
AchE-PGE, Ach+ DTNB

50uL Anti-PGE | |
KL ANtI-FGE, Acetiltiocolina

OB AchE 5, 18
(T
Acetato tiocolina |Y Y Y Y Y
DTNB l

Ac. 5-tio-2-nitrobenzoico

Figura 12-3. Secuencia de pasos para la determinacion por EIA de PGE,
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C. Fundamento de la determinacién espectrofotométrica de sulfuro de hidrogeno

en una muestra.

El fundamento de la presente determinacion se basa en la transformacion del sulfuro de
hidrogeno en un compuesto estable que reacciona para producir azul de metileno
(Bulatov et al., 2006). El sulfuro de hidrégeno volatil liberado del tejido reacciona con
acetato de zinc en exceso para producir sulfuro de zinc (Figura 12-4.A). La N,N-dimetil-
p-fenilendiamina es oxidada por el cloruro férrico generando un intermediario reactivo

(Figura 12-4.B).

compuesto azul de metileno (Figura 12-4.C) (Bulatov et al., 2006).

a)H,S + Zn|CH,COO" ), > ZnS + CH,COOH

NH,
FeCl
* —
b
) .
CH,

l. N,N-dimetil-p-fenilendiamina

I1. Intermediario reactivo

I1I. Azul de metileno

N
X

Figura 12-4. Reacciones involucradas en la determinacion de sulfuro de hidrégeno en estémago.

El ion sulfuro reacciona con el intermediario reactivo para formar el
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CH,
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|
CH,
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D. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de glutatibn en una
muestra.

La determinacion espectrofotmétrica del glutation se fundamenta en la formacién de un
compuesto colorido a partir de la reaccion de reduccién del glutation y el acido 5,5-ditio-
bis 2-nitrobenzoico. El glutation proveniente de las muestras funciona como agente
reductor del acido 5,5-ditio-bis 2-nitrobenzoico (DTNB) con la consiguiente produccion
del anion acido 2-nitro-5-mercaptobenzoico y la forma oxidada del glutation (Figura 12-
5). El &cido 2-nitro-5-mercaptobenzoico es un cromoéforo de color amarillo, estable a pH
mayores a 8 (Lindsay y Sedlak, 1968).

0
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H,N
’ 0
| I N'
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N 0 S o
H HO
HO
0 S +
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N ;N\
I, acido 5,5-ditio-bis 2- H 0" Yy
nitrobenzoico
0
1. acido 2-nitro-5-
mercaptobenzoico HO v
OH
i HO. O
_ 0 0
[ Ho_ o v N0
0 0" Y
I S
_N + s” N
0 H
O/
_ st
Ho” N0

Figura 12-5. Reacciones involucradas en la determinacién de glutatién en estémago.
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E. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de malondialdehido
(MDA) en una muestra.

El presente ensayo se basa en la formacién de un compuesto colorido por la reaccion
entre el malondialdehido con el &cido tiobarbiturico. El acido tiobarbittrico (TBA) y el
malondialdehido reaccionan a temperatura elevada y medio acido para producir un
aducto de MDA-TBA colorido (Yagi,1998; Armstrong y Browne, 1994) (Figura 12-6).

0]
0 0
| 1
NH
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0 N S
H
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II. Aducto MDA-TBA "I

S N. _OH HO_ _N_ _SH
b ~T
| + 2H,0

AN P

OH OH

Figura 12-6. Reacciones involucradas en la determinacién de malondialdehido en estémago.
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F. Fundamento de la determinacion espectrofotométrica de TNF-a en una
muestra.

La determinacion del factor de necrosis tumoral alfa se fundamenta en el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) tipo sandwich. En este método, un primer
anticuerpo especifico se encuentra absorbido en la placa. Cuando la sustancia de
interés (antigeno) esta presente se enlaza al anticuerpo de la placa. Seguidamente un
segundo anticuerpo especifico-ligado a enzima se une al antigeno. La enzima ligada al
anticuerpo cataliza una reaccion para producir un compuesto colorido. Entonces la
presencia del producto colorido es indicador de la presencia del antigeno (Goldsby et
al., 2000).

El TNF-a liberado del tejido se une al anticuerpo especifico Anti TNF-a de la placa.
Después el conjugado de biotina Anti TNF-a se enlaza también con el TNF-a de las
muestras. Posteriormente, al conjugado de biotina del Anti- TNF-a se une la enzima
streptavidin-Horseradish peroxidasa (HRP) formando un complejo anticuerpo ligado a
enzima. Dicha enzima HRP cataliza la reaccién de la tetrametilbenzidina (TMB) con la
siguiente formaciéon de un cromoforo. El color es directamente proporcional a la
concentracion del antigeno TNF-a en las muestras (Figura 12-7).

conjugado de biotina }\ streptavidin-HRP x
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Adicionar Lavar
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Figura 12-7. Pasos para la prueba de ELISA en la determinacién del TNF-a
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