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RESUMEN

Sambucus nigra conocida cominmente como Sauco es una planta silvestre que
crece en riveras de rios, arroyos, praderas y climas tropicales. Es utilizada en la
medicina tradicional para tratar padecimientos como: inflamacion estomacal, alivio
de colicos, desordenes gastrointestinales e inflamaciones. Ademas, acumula
compuestos como fendlicos, flavonoides y taninos, los cuales pueden estar
relacionados con sus propiedades medicinales. Debido a esto, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad anti-ulcerosa de extractos de S. nigracontra ulceras
gastricas inducidas con etanol e indometacina en ratones de la cepa CD-1,
seguido de un analisis quimico preliminar. Para lograr esto, los extractos se
analizaron por Cromatografia en Capa Fina, se realizd6 la cuantificacion de
compuestos fenodlicos totales y flavonoides. Se probé su capacidad
antiulcerogénica a dosis de 80 mg/kg de peso y como farmaco de referencia a la
famotidina. Posteriormente, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, se
extrajeron losestomagosabriéndose por la curvatura mayor y se cuantifico el dafio
generado con el software ImageJ, obteniendo un indice de ulceracién y porcentaje
de proteccion (%). Finalmente, se evalud un posible mecanismo de accion usando
dinitrato de isosorbida (DNI), como donador de 6xido nitricoadministrado junto con
el extracto activo a dosis no efectivas. Los resultados mostraron que todos los
extractos fueron activos superiores a famotidina (> 33.04%), siendo mas activo el
extracto acuoso con 60.73% de proteccion y con una dosis efectiva 50 de 53.5
mg/kg. Su posible mecanismo de accidén puede estar mediada con el 6xido nitrico
por un efecto sinérgico, ya que presenté un 69% de proteccion. Sin embargo, se
presentd toxicidad a dosis de 40 mg/kg de peso del extracto acuoso,pero cabe
mencionar, que no se registr6 efecto nocivo a dosis 30mg/kg e
inferiores.Posteriormente, se realiz6 la induccion de uUlceras con indometacina
farmaco perteneciente al grupo de anti-inflamatorios no esteroideos(AINE'S),
observando que el extracto acuosopresento la misma efectividad con 75.4% de
proteccion a dosis de 30 mg/kg.El analisis quimico indico, que el efecto bioldgico
de los extractos se relaciona directamente con el contenido de compuestos

fendlicos y flavonoides presentes en el extractoactivo.
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ABSTRACT

Sambucus nigra commonly known as Elderberry is a wild plant that grows on the
banks of rivers, streams, meadows and tropical weather in general. This plant is
used in traditional medicine to treat gastrointestinal disorders, stomach
inflammation, relief of colic and other conditions related to inflammatory processes.
In addition, it accumulates compounds such as phenolics, flavonoids and tannins,
which may be related to its medicinal properties. For this reason, the objective of
this work was to evaluate the anti-ulcer activity of S. nigra extracts (hexane, ethyl
acetate, methanol and water) against gastric ulcers induced with ethanol and
Indomethacin in CD-1 mice, followed by a preliminary chemical analysis. To
achieve this, the extracts were analyzed by TLC, column chromatography and
quantification of phenolic compounds and flavonoids. Its anti-ulcer capacity of
extracts was tested at dose of 80 mg / kg of weight, and famotidine as a reference
drug. Subsequently, the mice were sacrificed by cervical dislocation, the stomachs
were extracted and opened by the greater curvature, the damage generated with
ethanol was analyzed and quantified with the ImageJ software, obtaining an
ulceration index and subsequently the protection percent was calculated. Finally, a
possible mechanism of action was evaluated using a nitric oxide donor Isosorbide
dinitrate (DNI) administered together with the active extract at ineffective doses.
The results showed that all the extracts were active higher than famotidine (>
33.04%), being more active the agueous extract with 60.73% protection and with
an effective dose 50 DEsp = 53.5 mg / kg. Its possible mechanism of action can be
mediated with Nitric Oxide, due to a synergistic effect with ineffective doses of DNI
and aqueous extract with 69.04% protection. There was toxicity at a dose of 40 mg
/ kg of weight of the aqueous extract but at lower doses (30 mg / kg) they did not
show toxicity. Subsequently, the induction of ulcers with indomethacin was
performed a non-steroidal anti-inflammatory (NSAIDs) observing that the aqueous
extract presented the same effectiveness with 75.4 % protection at a dose of 30
mg / kg. The chemical analysis indicated that the biological effect of the extracts is

directly related to the content of phenolic compounds and flavonoids.
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1.- INTRODUCCION.

Desde tiempos prehispanicos el uso de hierbas con fines terapéuticos ha sido
utilizado para aliviar diferentes enfermedades basandose principalmente en la
farmacognosia la cual se fundamenta en el uso de los recursos naturales como
alternativas terapéuticas enfocandose en el estudio de las propiedades fisicas,
quimicas, bioquimicas, biolégicas y farmacéuticas de los principios activos de
origen natural, implicando la busqueda en la terapia a partir de recursos naturales
basandose en la interaccion y la toxicidad que puedan causar las sustancias
activas de las plantas, esta disciplina también ha sido llamada revolucién verde.
Por tal motivo, las plantas medicinales han encontrado nuevas alternativas en
diferentes tratamientos por su actividad antioxidante, anti-inflamatoria, entre otras
ya que su estructura compuesta fundamentalmente por glucésidos, flavonoides,
acidos orgéanicos y taninos, presentes en la especie Sambucus nigra conocida
comunmente como Sauco han sido de gran relevancia, ya que estudios sobre esta
planta han revelado su importancia en la actividad anti-inflamatoria y analgésica
calmando los sintomas causados por ulceras estomacales sin causar efectos
secundarios a otros sitios. La especie Sambucus nigra (Sauco), cuenta con dos
subespecies Sambucus peruviana y Sambucus mexicana (Diaz, 2003),

distribuidas en zonas templadas y subtropicales del mundo (Sanjinés et al., 2006).

Por la variada composicion quimica de Sambucus nigra proporciona numerosas
propiedades terapéuticas (Sanchez et al., 2010), por este motivo en muchas
poblaciones es muy comun gue crezca cerca de los establos, parajes y viviendas
campesinas, como siembra de traspatio y firmemente anclada en su uso
tradicional se describe a esta planta como un “Botiquin Completo”, por sus
incontables cualidades terapéuticas y prolacticas (Sanchez et al., 2010). Este
ejemplar segun la bibliografia era utilizado desde la edad de piedra (Pahlow,

1985). En Gales existen reportes desde el siglo VI. (Tejero, 2012).

En Europa estd documentado su uso desde el siglo Xl en The Physicians of the

Myddavai (los médicos del Myddavai), tratado que recoge los conocimientos



tradicionales sobre las curas y remedios que se preparaban a base de esta
especie. En el siglo XVII era uno de los remedios para eliminar la flema, como
diurético y purgante. En el siglo XVIII, el agua de Sambucus nigra se utilizaba
como blanqueadora de la piel y para eliminar las pecas (Ody, 1993). En 1651 se
publicé “Anatomia Sambuca”, tratado donde se recogen aproximadamente 70
enfermedades que pueden ser tratadas con remedios preparados a base de
Sambucus nigra. En esta época en Inglaterra, era la especie que mas se habia
desarrollado y estudiado en medicina (Tejero, 2012), poco utilizado en la
actualidad (Ody, 1993).

En nuestro estudio se evalud la actividad anti-ulcerosa que presenta Sambucus
nigra probandola con ulceras gastricas generadas en raton para simular un cuadro
clinico de gastritis, ya que es un padecimiento que gran parte de la poblacion
suele presentar de forma cotidiana. Esta se genera por una lesién de la mucosa
gastrica, que es la capa de células que reviste el estbmago por dentro
protegiéndolo de la acidez de los jugos gastricos. Aunque no es correcto, es
frecuente que el término gastritis sea utilizado como sindnimo de dispepsia (dolor
o molestias en el abdomen superior, asi como sintomas de presién o plenitud

relacionados muchas veces, aunque no necesariamente, con las comidas).

La gastritis puede ser producida por multiples causas: alcohol, tabaco, alimentos,
farmacos, antiinflamatorios no esteroideos (AINE’S), cirugias importantes o
infecciones por la bacteria Helicobacter pylori(H. pylori). Desde finales del siglo XX
se ha venido relacionando a H. pylori con la patologia gastrica de una u otra
forma. Es decir, la implicacion de H. pylori en la Ulcera gastroduodenal y como
precursor de algun tipo de cancer gastrico, pero también juega un papel
importante como causa de gastritis. De hecho, cuando se ha estudiado su
prevalencia, mas de la mitad de la poblacion presenta datos que confirman la
presencia de esta bacteria en el estomago.Por lo tanto, no se trata de un proceso
patolégico homogéneo, sino uno heterogéneo clasificandose como un grupo de
enfermedades de etiologia y mecanismo patogénico multifactorial. Podria

considerarse también como un grupo heterogéneo de alteraciones macroscopicas
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y/o microscopicas de la mucosa que recubre interiormente el estdmago

(Fernandez Travieso, 2014).

Para realizar el estudio fueron utilizados ratones de la cepa CD-1 ya que es la que
presenta un organismo similar al del ser humano, los cuales se sometieron a
modelos de ulceracion de forma artificial con Etanol e Indometacina estos fueron
tratados con extractos de Sambucus nigra para observar su capacidad anti-

ulcerosa.



2.- ANTECEDENTES.

2.1.- Sambucus nigra.

Es una planta lefiosa que crece en México, es un arbusto con caracteristicas
botanicas, composicién quimica y sustancias activas, que ofrece las condiciones
para ser aprovechado con fines de uso medicinal, alimenticio, ornamental,
artesanal y como suplemento animal. Cuenta con dos subespecies Sambucus
peruviana y Sambucus mexicana (Diaz, 2003), distribuidas en zonas templadas y
subtropicales del mundo (Sanjinés et al., 2006). Fue introducido por los espafioles,
quienes lo trajeron a América en el siglo XVI, se aclimato en muchas regiones
incluso en las alturas andinas (Blanco et al., 2005). Es un arbusto, que presenta
caracteristicas botanicas importantes para los sistemas agroforestales. Como
sombrio a los cultivos, ornamental, cultural (planta magica) (Botero, 2011),

repelente e insecticida (Abella, 2000).

2.1.1.- Caracteristicas de la especie.

En cuanto a su taxonomia pertenecia anteriormente a la familia Caprifolidcea
(Uncini y Tomei, 1999), posteriormente fue reclasificada a la familia Acantécea,
sub-familia Adoxacea (Leitdo et al., 2014), esto de acuerdo a clasificacion
filogenética de Grupo Filogenético de las Angiospermas GFA (por sus siglas en
inglés APG Angiosperm Phylogeny Group) (Missouri Botanical Garden, 1998). Su
sinonimia botanica es Sambucus mexicana P., Sambucus bipinnata S., Sambucus
simpsonii R. En la medicina tradicional es conocida como: Sauco, Alcanfor, Flor
del Sauco, Sauce, Azumate, Sambuco, Sanabuco, entre otros; y es utilizada para
curar diversos padecimientos y dolencias como calenturas, afecciones
respiratorias, trastornos digestivos, inflamacion, herpes, como diurético,
diaforético, entre otros. Es nativa de la mayor parte de Europa y Asia; crece en
climas variados y alturas que van de 200 a 3000 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m.) (Sidor y Gramza-Michalowska, 2014)(Tabla 1).



Tabla 1.- Clasificaciébn Taxonomica de Sambucus nigra Modificado de (Sidor y
Gramsza-Michalowska 2014)

Clasificacién Taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Dipsacales

Familia: Caprifolidcea
Género: Sambucus
Especie: S. nigra

Sambucus nigra es un arbusto caducifolio que crece hasta 6 m de altura, esta
compuesta por hojas opuestas, pecioladas, pinnadas de color verde oscuro; las
flores son pequefias, blancas con 5 estambres y cada uno con una antera, son
hermafroditas y pedunculadas, con filamentos delgados, el fruto es una drupa
pequefia negra en forma de baya, con 3 0 mas nueces de endospermo carnoso
(Fonnegra y Jiménez, 2006). Las raices superficiales tienen brotes aéreos (Juarez
1996).(Fig. 1).

Figura 1.- Arbol de Sambucus nigra (Arroniz-Garcia, 2018).
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El nombre del genero Sambucus proviene del término sambuca, originario de un
antiguo instrumento musical muy utilizado por los romanos y fabricado con la
madera de esta especie. La especie Sambucus nigra conocida en el mundo
popular como “Sauco americano, Sauco comun o Sabuco” tiene propiedades
medicinales como sedantes, analgésicas, antiespasmaddicas, purgantes,

antibacterianas, calmantes (Abella, 2010).

2.1.2.- Usos del genero Sambucus en la medicina tradicional.

El género Sambucus ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional
encontrando beneficios en el tratamiento contra la fiebre (antipirético) y
expectorante en afecciones respiratorias (catarros y bronquitis). Las hojas tienen
uso externo para tratar inflamaciones, quemaduras, manchas rojas Yy
descamaciones en la piel (en bafios de asiento), y para conjuntivitis (en
compresas Yy lavados oculares de hojas y flores). Las hojas y flores son las partes
gue mas se utilizan en la medicina tradicional, las propiedades para combatir la tos
(antitusigenas), relajamiento de partes inflamadas y ligeramente laxantes que se
deben a los mucilagos que presenta. (Paucar-Quispe, 2014).

En la medicina popular turca las hojas eran utilizadas externamente para tratar
abscesos, heridas, edemas, eczemas, mordeduras de serpientes, resfriados,
fiebres, hinchazones de tobillos e internamente para el tratamiento de
hemorroides, purgante, diurético y para el tratamiento del dolor de estémago
atribuyéndole una amplia gama de aplicaciones en el a&mbito de curacion, se le
conoci6 con el sobrenombre de hekimana (médico de la madre) (Yesilada et. al.,
1993).

Las materias minerales presentes sobre todo el nitrato potasico y los acidos
ursolico y oleandlico, le confieren propiedades diuréticas, sudorificas vy
depurativas, importante en estados febriles (de gripes, resfriados, faringitis y

amigdalitis) y en enfermedades eruptivas infantiles (sarampion, rubéola, varicela y



escarlatina) porque con la sudoracion se eliminan las toxinas de estas infecciones

y desciende la fiebre. (Castillo et. al., 2011)

Por su gran contenido en glucosidos, flavonoides (rutina y quercetina) y &cidos
organicos se utiliza como anti-inflamatorio, estimulante de las defensas del
organismo y como antioxidante. Las flores y hojas secas contienen taninos,
aceites esenciales y flavonoides, entre estos destaca la rutina que es beneficiosa
sobre los capilares y es usada como estimulante de la circulacion, en afecciones
cutaneas (foranculos, eczemas, acné y otras dermatosis) se aplican compresas y

lavados, a partir de la infusiéon de flores.

Los frutos frescos (desecados o en mermelada) son laxantes, ricos en vitaminas C
(y en menor cantidad vitamina A), por lo que entran en la composicion de formulas
adelgazantes. Estos contienen pectina, compuestos flavonicos (rutina e
isoquercetina), pigmentos antociandsidos (crisantemina, sambucianina Yy
sambucicianina), taninos, azlcares reductores y acidos organicos (citrico, malico,
tartérico); los cuales son utiles como antiinflamatorios en reumatismos. El vinagre
de los frutos de es desinfectante, dado su contenido de &cido mélico. (Vivas et. al.,
2014). El Liber (segunda corteza del tronco, después de rasparlo superficialmente)
se ha usado desde la antigiedad contra edemas y ascitis. La corteza afiejada

también se ha utilizado como diurético, laxante y para inducir el vomito.

Se ha usado para tratar la enfermedad de Alzheimer, diabetes, epilepsia, colitis
ulcerosa, gastritis, sarampion, migrafias, neuralgias; ademas como inmuno-
estimulante en el tratamiento de herpes, cancer y VIH. Externamente se ha
aplicado en quemaduras, psoriasis y herpes labial, ademas de actuar como

demulcente (Yesilada et. al.,2014).



2.1.3.- Composicion quimicay sustancias activas.

Entre los compuestos activos de Sambucus nigra, estan:

Aceites volétiles: en algunas literaturas se describen como la sangre u
hormonas de la planta, se encuentran en plantas arométicas a las que
dan olor y otras caracteristicas. La mayor parte de estos compuestos estan
constituidos por una mezcla de dos o mas terpenos o una mezcla de
eleopteno con estearopteno (el componente mas volatil y el mas estable

respectivamente en una solucion) (Cruz et. al., 2011).

Fitoesteroles: sustancias con estructura similar al colesterol, pero de origen
vegetal. Por esta razon su consumo es beneficioso para el organismo
humano, cumpliendo funciones importantes dentro del mismo, sirviendo
como antioxidantes, anti-inflamatorios y anticancerigenos (Cruz et. al.,
2011).

Mucilagos: polisacaridos con caracteristica viscosa, que al entrar en
contacto con el agua aumentan de volumen obteniendo una solucién
coloidal esta protege las membranas y mucosas de agentes quimicos y
mecanicos al igual que brinda saciedad quitando el hambre y tiende a

desintoxicar el organismo (Ody, 1993).

Taninos: son compuestos fendlicos hidrosolubles que suelen acumularse
en la planta en las raices, cortezas, frutos y hojas, aunque en menor
proporcién, son caracterizados por sus propiedades astringentes y anti-
inflamatorias. Al ser capaces de secar y desinflamar la mucosa del tracto
intestinal, resultan muy eficaces en tratamientos gastricos. La misma
actividad astringente y la vasoconstriccion que producen, ayudan a la

coagulacion de la sangre, accion antihemorragica local (Font, 1990).



e Vitaminas A y C: la vitamina A es importante para la vision normal, el
sistema inmunitario y la reproduccion. Ayuda al buen funcionamiento del
corazoén, los pulmones, los rifiones y otros 6rganos. Funciona como un
antioxidante y acelera el proceso de curacion de las heridas y fracturas
Oseas (Pahlow, 1985).

e Flavonoides: son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo de los dafios producidos por sustancias o elementos
oxidantes como los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental y de
sustancias nocivas presentes en los alimentos. Fueron descubiertos
cuando en 1930 aislé de la cascara del limén una sustancia, la citrina que

regulaba la permeabilidad de las pequefias arterias (Pahlow, 1985).

e Acido vibarnico: un compuesto que fomenta la sudoracion ayudando en la
desintoxicacion de los tejidos corporales por su actividad astringente (Ody,
1993).

e Alcaloides: son compuestos fisiolégicamente activos que contienen
nitrégeno y son producidos por las plantas. Algunos alcaloides se emplean
como anestésicos, antidepresivos o estimulantes, aunque muchos de ellos
crean dependencia. Muchas plantas presentan estos compuestos en

mayor proporcion en la hoja (Pahlow 1985).

Los beneficios que proporciona la planta en la medicina tradicional son
relacionados con la proteccién del aparato digestivo y atencidon a gastropatias
principalmente en casos de inflamaciones y ulceras lo que comunmente

conocemos como gastritis.



2.2.- Gastritis.

La gastritis suele denominarse como una inflamacion del estbmago que de forma
seguida lleva a la formacion de ulceras, dentro de esta denominacién se incluyen
todas aquellas enfermedades inflamatorias agudas o cronicas, focales o difusas
que afectan al estbmago. Por este motivo, no se trata de un proceso patolégico
homogéneo, siendo asi, un grupo de enfermedades de etiologia y mecanismo
patogénico multifactorial. También puede considerarse como un grupo
heterogéneo de alteraciones macroscopicas y/o microscopicas de la mucosa que
recubre interiormente el estbmago (Farreras-Rozman, 2013).

La gastritis es una enfermedad inflamatoria de la mucosa gastrica producida por
factores exdgenos y enddgenos que produce sintomas dispépticos atribuibles a la
enfermedad y cuya existencia se sospecha clinicamente, se observa
endoscopicamente y que requiere confirmacion histologica. La disciplina de esta
enfermedad depende del tiempo en que la mucosa gastrica este expuesta a los
factores causantes, jugando un papel importante la capacidad que presenta para
soportar estos efectos deletéreos solo defendiéndose con las secreciones
producidas de forma natural, produciendo asi una barrera gastrica formada por
componentes pre-epiteliales (mucosa y fosfolipidos) sub-epiteliales (flujo
sanguineo) y epiteliales (la restitucion del tejido por células).El trastorno de uno o
mas de estos componentes defensivos por factores etiolégicos de la gastritis
originan la lesion de la mucosa permitiendo la accion del 4cido, proteasas y acidos
biliares en mayor o menor grado y que pueden llegar hasta la lamina propia, sitio
en el que producen lesién vascular (Fig. 2), estimulan las terminaciones nerviosas

y activan la descarga de histamina y de otros mediadores(Valdivia Roldan, 2011).
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Figura 2.-Tracto Gastrointestinal (arriba) normal y (abajo) con lesion.

Modificado de (Valdivia Roldan 2011)

2.2.1.-Factores causantes.

La gastritis suele tener varios factores que pueden dar su origen, observandose
gue en un solo paciente pueden intervenir varios detonantes tanto exdgenos como
endogenos, en donde el mas comdn es la infeccion por H. pylori siendo una
bacteria que se encuentra de forma normal en la flora bacteriana, sin embargo
cuando esta tiende a incrementarse por ayuno prolongado y mala alimentacion
destaca entre los factores mas significativos y suele causar lesiones, ya que activa
diferentes mecanismos de defensa en el organismo que dafian la mucosa
estomacal(Tabla 2) (Leon, 2008).

Tabla 2.-Factores causantes de la gastritis (Modificado de Valdivia Roldan, 2011).

Factores Externos Factores Internos
1.- H. pylori 1.- Acido gastrico o pepsina
2.- Antiinflamatorios no esteroideos (AINES) 2.- Bilis
3.- Irritantes gastricos 3.- Jugo pancreatico
4.- Drogas 4.- Urea (Uremia)
5.- Alcohol 5.- Inmunes

6.- Tabaco

7.- Causticos

8.- Radiacion

11



2.2.2.-Tipos de Gastritis.

En los ultimos afios se han propuesto multiples clasificaciones de la gastritis,
recientemente, se ha implicado a H. pylori como el agente etioldgico responsable
de la gran mayoria de las enfermedades gastricas de origen inflamatorio. Luego
de la combinacion de varios criterios se clasifico a la gastritis en tres grandes
grupos teniendo en cuenta los factores causantes, las gastritis mas comunes son
causadas por la ingesta de medicamentos (AINES), comidas irritantes y muy
condimentadas, ayuno prolongado y enfermedades como la diabetes, por otra
parte se pueden causar por la ingesta de alcohol y céusticos, las gastritis mas
agresivas son causadas por enfermedades que afectan al sistema inmunitario

entre la mas comun el VIH (Tabla 3) (Ramirez, 2008).

Tabla 3.- Clasificacion de la gastritis.(Modificado de Abreu, Garcia 2007).

Grupo Clasificacion

Gastritis aguda erosiva hemorragica

Gastritis aguda o )
Gastritis aguda flemonosa supurativa

Gastritis cronica por H. pylori
Gastritis crénica Gastritis cronica autoinmune

Gastritis cronica hipertréfica

Gastritis linfocitica
N » Gastritis eosinofilica
Gastritis especifica .
Gastritis granulomatosa

Gastritis colagenosa

2.2.2.1.- Gastritis aguda.

Es la forma mas comdn que se presenta la gastritis, se caracteriza por inflamacion
de la mucosa acompafada por el desarrollo de multiples erosiones en forma de
llagas (Pérdida de sustancias solo en las capas mas superficiales), las mismas

gue aparecen como lesiones hemorragicas multiples, bien definidas y de maximo
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3 a 5mm de diametro, pueden también aparecer como auténticas Ulceras lo cual
da lugar a hemorragias de mayor o menor intensidad. MicroscOpicamente las
erosiones pueden mostrar necrosis en la mucosa que no sobrepase la Muscularis
mucosae (primera capa de proteccion de mucosa gastrica) que ayuda a proteger
el estbmago por dafios de los jugos gastricos, esta es segregada por las Cox1 y
las Cox2 (Fig. 3) (Sorianoet. al., 2000).

-

Figura 3.-Anatomia del estbmago
(Modificado de Enciclopedia britanica, 2003)

2.2.2.1.1.-Gastritis aguda erosiva hemorragica:

Este tipo de gastritis se caracteriza por la presencia de necrosis en la mucosa
superficial y la existencia de multiples focos de hemorragia con un modesto o
ausente infiltrado inflamatorio. Histoldgicamente se trata de una gastropatia con
alteracion vascular y lesion epitelial de diferentes grados, lo que determina el
aspecto endoscopico. La gastritis hemorragica aguda (Fig. 4) aparece asociada a
circunstancias clinicas diferentes entre las cuales tenemos las siguientes (Soriano
et al., 2000).

13



e Laingesta de AINE’s.

e Tratamientos radioterapéuticos.

e Lesion directa del epitelio gastrico por agentes toxicos (alcohol, drogas,
agentes quimicos).

e Hipoxia, hipoperfusion de la mucosa o estrés grave.

e Agentes infecciosos.

e Reflujo biliar.

Figura 4.-Gastritis aguda erosiva hemorragica.

(Modificada de Lanas y Sainz, 2014)

2.2.2.1.2.-Gastritis flemosa:

Es un proceso muy poco frecuente causado por bacterias pidgenas,
microscopicamente destaca un intenso infiltrado inflamatorio de caracter purulento,
la formacion de micro-abscesos y trombosis de vasos de la submucosa que puede

originar necrosis de la pared.

Es producida también por la ingesta de alimentos contaminados, por bacterias o
sus toxinas, bien sea como consecuencia del sindrome toxico de la infeccion
general o por la localizacién del germen. El diagnostico se realiza mediante el
analisis histopatolégico y/o microbiologico de las muestras obtenidas por

endoscopia (Valdivia Roldan 2011).
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2.2.2.2.- Gastritis crénica.

Caracterizada por ser una inflamacion de la mucosa gastrica que se presenta
gradualmente, y que persiste durante un tiempo prolongado provocando lesiones
de caracter irreversible. En el origen del trastorno pueden involucrarse diversos
factores, como el consumo reiterado de sustancias o farmacos irritantes de la
mucosa gastrica (alcohol, nicotina, AINES), bebidas muy frias o muy calientes,
reflujo biliar desde el duodeno, trastornos autoinmunes o infecciones por bacterias
como H. pylori y trastornos relacionados con la edad (Gamez et al., 2008).

Se estima que el 50% de la poblacibn mundial presenta algun grado de
inflamacion gastrica debido a la infecciéon de dicha bacteria, muchas de las
personas infectadas no presentan sintomas. La asociacion Espafola de
gastroenterologia establece dos grandes categorias de gastritis crénica en funcién

de la presencia de atrofia, es decir dafio de tejido (Miranda et al., 2015).

2.2.2.3.- Gastritis especifica.

El termino especifico grupo incluye patologias de la mucosa géstrica cuya etiologia
cualidad especifica que las distingue, no comparte las mismas caracteristicas de

grupos anteriores. Entre ellas tenemos (Angos, 2016).

2.2.2.3.1.- Gastritis linfocitica

Presenta un engrosamiento de los pliegues de la mucosa géastrica, modularidad, la
caracteristica microscépica fundamental es la presencia de un intenso infiltrado
inflamatorio linfocitico y de células plasmaticas en la lamina propia y superficie

epitelial del estbmago (Boluda 2015).

2.2.2.3.2.- Gastritis eosinofilica

La caracteristica histolégica fundamental es una marcada infiltracién de la mucosa

y submucosa por eosindéfilos con edema y congestion (Valdivia Roldan 2011).
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2.2.2.3.3.- Gastritis granulomatosa

Las caracteristicas microscopicas incluyen la inflamacién crénica que afecta todo
el grosor de la pared intestinal (transmural) con la presencia de granulomas no
caseificantes y trayectos fistulosos. Esta puede ser asociada con la enfermedad
de Crohn (Arce 2007).

2.2.2.3.4. - Gastritis colagenosa

Se caracteriza por la presencia de pliegues gastricos hipertroficos apreciando una
escasa movilidad de la pared gastrica. MicroscOpicamente se caracteriza por la
presencia de una banda gruesa de tejido colagenoso ubicado por debajo de la
superficie epitelial de la mucosa gastricacon un infiltrado celular inflamatorio y
capilares dilatados atrapados en la lamina propia(Salinas et al., 2016).

2.2.2.3.5. Gastritis por Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES):

Estos inhiben la actividad de las ciclooxigenasas que a su vez inactiva la actividad
de las prostaglandinas encargadas de proteger la pared estomacal por la

formacion de mucosa (Fig. 5).

Dafo de la estructura
de la membrana

Fosfolipidos de la membrana

Fosfolipasa A2
o

Indometacina Ketorolaco
Acido
araquidoénico
COX 1 COX 2 Endotoxina;
onstitutiva Regulada Citocinas

Mitégenos

AINEs

Figura 5.-Esquema sobre la actividad de los AINES.

(Modificado de Fernandez Travieso 2014).
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2.2.3.- Diagnostico.

Para el diagnostico de gastritis no existe una buena correlacion entre las
manifestaciones clinicas, los hallazgos endoscoOpicos e histolégicos, ya que es
posible encontrar en ocasiones severas gastritis en individuos asintomaticos o
mucosas gastricas normales en pacientes con sintomas acentuados atribuibles a

gastritis (Fernandez Travieso, 2014).

e Manifestaciones clinicas: las gastritis pueden ser totalmente
asintomaticas y en caso de existir sintomas estos no son propios, Sino
atribuibles a ella, como es la presencia de ardor, dolor o molestias
postprandiales en epigastrio, llenura precoz, vinagreras (agruras), nausea,
distension abdominal, sintomas que también pueden estar presentes en
dispepsia no ulcerosa, Ulceras o neoplasias gastricas o duodenales y adn
en el colon irritable. Ademas pueden manifestarse con hemorragias
cronicas o agudas que podrian llegar a ser masivas con vémitos con sangre
(hematemesis) y la expulsion de heces negras y malolientes en ocasiones

acompafadas con sangre (melena) (Sagaro6, 2009).

e Hallazgos endoscoépicos:los signos endoscépicos asociados a esta
entidad incluyen edema (hinchazén), eritema (enrojecimiento), mucosa
hemorragica, punteados hemorragicos, friabilidad, exudados, erosiones,
nodularidad, pliegues hiperplasicos, presencia de signos de atrofia de la
mucosa dada por visualizacion de vasos submucosos con aplanamiento o
pérdida de los pliegues acompafados o no de placas blanquecinas que

corresponden a areas de metaplasma intestinal (Rios et al., 2017).

e Hallazgos histoldgicos: no se debe abusar del diagndstico de gastritis, por
lo que se requiere realizar la biopsia para confirmacion histolégica,
establecer la presencia o ausencia de H. pylori o de otras formas de

gastritis especificas (Bejarano 2011).
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e Examenes de laboratorio: Las pruebas de laboratorio pueden usarse para
determinar algunas causas de gastritis, como en el caso del H. pylori a
través de métodos invasivos como la endoscopia y biopsias para el estudio
histoldgico, realizar la técnica de la ureasa rapida, el cultivo y o el empleo
de métodos no invasivos como la seroldgica para IgG, la deteccion de
antigeno en las deposicion, y la prueba del aliento del C13 o C14 espirado
con sensibilidades / especificidades de 0 mas de 90/90% a excepcién de la
serologica 80/90% y el cultivo 50/100% (Tabla 4) (Valdivia Roldan 2011).

Tabla 4.- Pruebas de deteccion para H. pylori.(Valdivia Roldan 2011)

Prueba Sensib./especific.% tipo Caracteristicas
Ureasa rapida 90/90 Invasivo Barato y rapido.
Histologia 90/90 Invasivo Cara, lenta y especifica.
Cultivo 50/100 Invasivo Dificil y util en resistencia.
Serologia lg G 80/80 No invasivo No mide infeccién actual.
Prueba de aliento 90/90 No invasivo Para control erradicacion.
Antigeno deposicién 90/90 No invasivo Para control erradicacion.

2.2.4.- Tratamiento

2.2.4.1.- General.

Se le indica al paciente llevar una dieta libre de alimentos irritantes de igual forma
se le indican medidas terapéuticas que alivien los sintomas como sustancias
activas que contrarresten la agresion de la barrera gastrica ya sea con antiacidos
orales, cito-protectores de la mucosa gastrica (sucralfato, bismuto, misoprostol),
antagonistas de receptores Histamina 2 (H2), inhibidores de la bomba de
protones, a los que se puede afadir gastrocinéticos (metoclopramida,
domperidona, cisaprida, mosaprida, cinitaprida) si existe evidencia de trastorno de

motilidad gastroesofagica o gastroduodenal (Stephen et. al., 2008).
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2.2.4.2.- Especifico.

Los sintomas relacionados con la ingesta medicamentos (AINE’S) se puede
mejorar con el retiro, reduccion o la administracion de la medicacion con
alimentos, en aquellos pacientes en quienes persisten los sintomas se les debe
someter a endoscopia diagnostica y estudio histolégico para confirmar la etiologia
gastrica en especial si es causada por AINE’s y en base a ello ser tratados
sintométicamente con el uso de sucralfato (1 gr 4 veces por dia), antes de los
alimentos y al acostarse, misoprostol un analogo de prostaglandina (200 mg 4
veces por dia) y/o antagonistas de receptores H2 ranitidina (Fig. 6)(150 mg 2
veces por dia) o inhibidores de la bomba de protones en una dosis diaria:
omeprazol 20 mg, rabeprazol 20 mg, pantoprazol 40 mg(Fig. 6) (Fernandez
Travieso, 2014).

a) b)

(5-metoxi-2-[(4-metoxi-3,5-dimetil-piridin-2-il) N-(2-((5-((dimetilaminometil)furano-2 il)
metilsulfinil]-3H-bencimidazol) metiltio) etil)-N’-metil-2-nitroetano-1,1-diamina

Figura 6.- Formulacién del Omeprazol (a) y la Ranitidina (b) principales
medicamentos en el tratamiento de la gastritis.

e Gastritis alcohdlica: se prescriben antagonistas de receptores H2
utilizados desde 1976, su mecanismo de accion consiste en inhibir la
secrecion acida al bloquear los receptores H2 histaminicos, este grupo
incluye cimetidina, ranitidina, famotidina, nizatidina y ebrotidina, se ha

demostrado seguro y eficaz en la cicatrizacion de lesiones ulcerosas.

e Gastritis por Estrés: existe la profilaxis farmacoldgica para su prevencion,

con el uso endovenoso de antagonistas de receptores H2 o inhibidores de
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la bomba de protones que tienen eficacia en inhibir la secrecion gastrica
mediante el bloqueo de la HK-ATPasa o la bomba de protones. Son
también bases débiles, liposolubles que se absorben y llegan a la célula
parietal. Son farmacos con pocas reacciones adversas, presentan
habitualmente sintomas gastrointestinales y erupciones cutaneas que son
normalmente transitorias y de intensidad moderada. Estos farmacos son
inhibidores del sistema P450 al igual que los antihistaminicos H2. También
es utilizado el sucralfato por via oral, evidencidndose una franca reduccién
de la incidencia de sangrado digestivo hasta de un 50%. (Fernandez-
Travieso, 2014).

Gastritis por hipertension portal: esta indicado el uso de propanolol o
nadolol que reducen la incidencia de sangrado agudo recurrente por
reduccion de la hipertensién portal. En pacientes en quienes falla la terapia
con propanolol se puede tener éxito usando procedimientos de

descompresion portal (Fernandez-Travieso, 2014).

Gastritis por H. pylori: el tratamiento estd dirigido a su erradicacion,
promoviendo la curacidbn con disminucion notoria en la recurrencia

(Fernandez-Travieso, 2014).

e Omeprazol 40 mg diarios + claritromicina 500 mg

o Omeprazol 40 mg diarios + claritromicina 500 mg + amoxicilina 1 g

e Lansoprazol 30 mg + claritromicina 500 mg + amoxicilina 1 g

e Lansoprazol 30 mg + amoxicilina 1 g

o Esomeprazol 40 mg + claritromicina 500 mg + amoxicilina 1 g

« Ranitidina citrato de bismuto 400 mg + claritromicina 500 mg, luego
Ranitidina citrato de bismuto 400 mg.

e Ranitidina citrato de bismuto + claritromicina 500 mg, luego
Ranitidina citrato de bismuto 400 mg.

e Subsalicilato de bismuto 525 mg + metronidazol 250 mg +

Tetraciclina 500 mg + antagonistas H2.
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La mayoria de los tratamientos mencionados anteriormente actdan en conjunto y
en ocasiones no contrarrestan el padecimiento, por esta razon se recurre a lo
natural, ademas de ser de facil adquisicion no trae reacciones adversas al

organismo.

2.3.- Uso del genero Sambucus en ulceras gastricas y procesos
inflamatorios.

Se han estudiado remedios populares usados por los turcos que se afirmaban
eficaces contra el dolor de estbmago por su potencial anti-ulceroso mediante el
uso de tisanas (té) realizadas con hojas (Yesilada et al., 1993). También se
estudio el efecto de los extractos acuosos y de metanol de hojas de Sambucus
ebulus en el modelo de ulceras gastricas inducidas en rata por inmovilizacion e
inmersion en agua (Método de ulceracion por estrés). El extracto acuoso demostro
una actividad anti-ulcerogénica dependiente de la dosis, dando como resultado
inhibiciones de 42.3 a 71.3%, mientras que el extracto de metanol se encontrd

inactivo (Yesilada et al., 1997).

Estudios realizados en Peru observaron que adicionando Sambucus peruviana en
un 10% al yogurt naturaleste contaba con mas actividad gastroprotectora ya que
este posee propiedades laxantes, analgésicas, antioxidantes, diuréticas,
antipiréticas y antisépticas. Es calmante, util en el tratamiento de insomnios,
migrafias, dolores de cabeza e inflamaciones dolorosas, siendo un plus en la
formulaciéon de yogurt desde un punto de vista nutricional inicial, favorece la
digestion y proteccién al estbmago aumentando y fortaleciendo su actividad
gastroprotectora evitando la formacion de ulceras y su facil digestion por la

elevada concentracion de enzimas (Paucar, 2014).
Las hojas de Sambucus ebulus, son ampliamente utilizadas por los turcos en la

medicina popular especialmente contra los trastornos inflamatorios. Las hojas

frescas después de marchitarse sobre el fuego son aplicadas en forma de
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infusiones o0 como cataplasmas de forma externa en el area dafiada para curar
guemaduras, edema, eczema, urticaria y abscesos. De esta forma recientemente
fueron aislados dos iridoides (grupo de monoterpenos) que son sambulina A y
sambulina B obtenidas de las hojas de Sambucus ebulus. Inhibiendo 52.82% y
72.88% respectivamente la produccién de oOxido nitrico, uno de los principales

marcadores en procesos inflamatorios (Yesilada et al., 2017).

En otros estudios de evaluo la actividad antiinflamatoria del extracto de metanol de
rizoma de Sambucus ebulus probandolo en el modelo de edema de pata de rata
obteniendo la inhibiciobn de la inflamacion en la fase temprana y fase tardia
mostrando un 82.18% y 54.58% respectivamente debido a la concentracion de

taninos que presentaba el extracto (Ahmadiani et al., 1998).

Por otra parte, aunque la informacion relacionada con la evaluacion de extractos
del genero Sambucus contra ulceras géastricas inducidas en diferentes modelos en
rata o ratbn es escasa, en la literatura podemos encontrar que han evaluado
plantas acumuladoras de monoterpenos (iridoides) como: aucubina vy
fenilpropanoides como verbascosido los cuales estadn presentes en extractos
acuosos, acetato de etilo y metanol de Castilleja tenuiflora (Orobanchaceae), los
cuales presentan un porcentaje de inhibicion de ulceras causadas en rata de 81,
88y 17% de inhibicion (Sanchez-Ocampo et al., 2013).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la actualidad el 80% de la poblacién de los paises en desarrollo recurre a la
herbolaria tradicional para tratar sus necesidades primarias de salud. Ademas los
farmacos utilizados para las enfermedades de hoy en dia no se encuentran al
alcance de todos los individuos o su ingesta suele ser muy agresiva al organismo
debido a su dosis o a la falta de cultura de la medicacion. Es por esto que algunas
personas pueden desarrollar desordenes gastrointestinales como por ejemplo
dafios a la mucosa del estdbmago, causando ulceras estomacales lo que
comunmente conocemos como gastritis. Esto nos ha llevado a buscar alternativas
para tratar estos padecimientos basandonos en la medicina tradicional y utilizando
a Sambucus nigra como una alternativa natural para el tratamiento de desérdenes
gastrointestinales utilizando infusiones, sin embargo, se desconoce si existe un
efecto sinérgico dentro de la zona estomacal y de como ejercen el mecanismo de

accion los componentes que lo integran.
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4.- JUSTIFICACION.

Sambucus nigra es una planta usada en la medicina tradicional mexicana y en
particular en la region de Papaloapan, para tratar diferentes padecimientos como
afecciones respiratorias, trastornos digestivos, inflamacién, herpes, como
diurético, diaforético, entre otros. Esta especie acumula compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas y taninos los cuales estan asociados a diferentes
actividades bioldgicas como son antiinflamatorias, antiulcerosas, antioxidantes,
analgésicas y antivirales, por lo que se ha propuesto como una alternativa para el
tratamiento de diferentes enfermedades. Sin embargo, la evaluacion de sus
propiedades biolégicas y su relacion con el contenido de compuestos
biolégicamente activos permitira tener un acercamiento a su funcionamiento en la
medicina tradicional con fundamentos biolégicos. Siendo una de las nuevas
alternativas en el tratamiento de estos padecimientos. En la regién del Papaloapan
es ampliamente conocido y usado en forma de tisanas para el alivio de dolores de
estomago.

Por lo tanto, en este proyecto de investigacion se plantea analizar el efecto

antiulcerogénico y validar el uso tradicional de los extractos de Sambucus nigra y

tener un primer acercamiento a los compuestos que poseen esta actividad.
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5.- HIPOTESIS.

Los extractos obtenidos de las hojas de Sambucus nigra presentaran actividad

anti-ulcerosa en la induccion de ulceras gastricas en ratones CD-1.

6.- OBJETIVOS.

Objetivo general:

e Evaluar la actividad anti-ulcerosa del extracto de hojas de Sambucus nigra

e identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto activo.

Objetivos especificos:

e Separar e identificar grupos de compuestos presentes en el extracto activo
por TLC y CC.

e Evaluar la actividad anti-ulcerosa del extracto de hojas de Sambucus nigra
en modelos de ulceras gastricas inducidas en raton CD-1 con Etanol e

Indometacina.
e Evaluar dosis respuesta del extracto activo de Sambucus nigra.
e Evaluar la toxicidad del extracto activo.

e Evaluar un posible mecanismo de accién via 6xido nitrico.
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7.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

RecoleccionHeOnateriaO Aplicacién He Oos ExtractosE0

primal?] 800ng/kg0
RealizarESos [Extractos 0
30 minutos
Hexano$S
AcetatoEdeOEtilo0 despues0
Etanol0
Agua® InducciénlHeHIceras?

Extracciéon He Bstomagos 0 Etanol E® ffindometacinalS

AnalisisEdelEareaEdafiadaEOQ

FraccionamientoHelos 10

compuestos He linteres0
Fenolicos OHavonoidesEsS

totales?

Figura 7.-Esquema experimental.
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8.- METODOLOGIA.

8.1.- Material Bioldgico vegetal.

Las hojas de Sambucus nigra (Fig. 8 A) se recolectaron en la region del
Papaloapan en la Col. Obrera de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, en una
ubicacion de latitud 18° 01’ N, longitud 96° 10, a 57 msnm (Fig. 8 B),que

posteriormente se llevaron al laboratorio de la Universidad del Papaloapan.

Figura 8.-Recoleccién del material bioldégico A.) Hojas de Salco, B) Localizacion
de la colecta.

8.2.- Obtenciodn de los extractos.

Las hojas de Sambucus nigra se dejaron secar a la sombra y temperatura
ambiente, posteriormente estas fueron maceradas y pulverizadas. Se realizé una
extraccion con diferentes solventes por gradiente de polaridad (hexano (Ex. Hex.),
acetato de etilo (Ex. Ac. Et.), metanol (Ex. Met.) y agua (Ex Aq.)) en relacion 1/10;
con un tiempo de extraccion de 24 h. Posteriormente se filtr6 y se concentré en un
rotavapor a una presion reducida, en un bafio de agua a 40°C con una rotacion de

50 rpm. Con tiempo de extraccion de 24 h a agotamiento (Murillo y Méndez, 2003).
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Los extractos obtenidos se depositaron en viales y se dejaron secar a temperatura

ambiente en una campana de extraccion.

8.3.- Andlisis quimico preliminar.
Se realizd una identificacion de los compuestos presentes en los extractos en

donde se identificaron grupos de compuestos.

8.3.1.- Cromatografia en Capa Fina (TLC).

El andlisis quimico de los compuestos mayoritarios de los extractos se realizd por
métodos cromatograficos como la cromatografia en capa fina o TLC para analizar
cuales metabolitos estan presentes en los extractos. Para este tipo de
separaciones por ser plana, son aplicadas diferentes muestras generalmente a la
fase estacionaria antes de ponerse en contacto con una fase movil, que comienza
a migrar a través de una placa en una direccion definida y constante llevada a
cabo por capilaridad. EI movimiento de la fase moévil a través de la fase
estacionaria se conoce como la etapa de revelado. Después del desarrollo de la
fase movil se elimina por evaporacién y la deteccion se realiza en la fase
estacionaria. El registro de la respuesta del detector representada frente a la
distancia de separacion (Rf). Las separaciones por cromatografia plana se
producen en paralelo, esta situacion tiene ventajas y desventajas: Las
cromatografias planas son mas flexibles pero no facilmente automatizadas y la
secuencia de pasos manuales de uso comun hace que la validacion del método
mas dificil ya que se basa en una metodologia de prueba y error (Spangenberg et.
al., 2010).

Para realizar este analisis los extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y
agua fueron disueltos en metanol 3 mg/mL posteriormente se tomo6 una alicuota
de cada uno (1uL) y se colocé en la parte inferior de una placa para cromatografia,
esta se introdujo en una camara para cromatografia cargada previamente con el
sistema de corrimiento (fase mévil) diclorometano: metanol, cloroformo:metanol,

acetato de etilo: hexano, cloroformo:metanol: agua, cloroformo:metanol: acido
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acético y metanol: agua a diferentes concentraciones en fase normal.
Posteriormente se probd TLC en fase reversa para localizar con mayor facilidad
los metabolitos de interés en el extracto activo (Acuoso) con diferentes sistemas
de corrimiento elucion en los cuales se ocuparon Acetonitrilo:Agua en diferente
proporcion V/V, de acuerdo a la polaridad de los metabolitos presentes en el
extracto, que generalmente presentan alta polaridad, ya que se sospecha que se
encuentran flavonoides, glucésidos y taninos. La fase movil se dej6 correr hasta

0.5 cm o hasta que llegara al final de la placa (Fig. 9) (Tabla 5).

Tabla 5.-Sistemas de corrimiento y posibles metabolitos que se identifican
(Modificado de Bladtet al., 2009)

Solventes Concentracién Metabolitos que se identifican
CIoroformo:MetanoI:Aqido acético (65:35:10) Flavonoides, Alcaloides
Diclorometano:Metanol:Acido acético (60:30:10) Alcaloides
Diclorometano:Metanol (75:25,70:30,90:10) Taninos
Acetato de etilo:Metanol:Agua (100:13.5:10) Flavonoides, Glicosidos
Cloroformo:Metanol:Agua 65:35:10 Glucésidos, Taninos

Placa para cromatografia Camara para cromatografia

HE | AcE M | Acl

Sistema de corrimiento: Diclorometano-Metanol,
Acetato de Etilo- Hexano.

Figura 9.- Esquema de la realizacién de la cromatografia en capa fina (Arroniz
Garcia, 2018)
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Posteriormente las placas fueron reveladas con 4-hidroxibenzaldehido y vainillina,
y se llevaron a secar en una parrilla eléctrica por 3 minutos o hasta que apareciera

la pigmentacion (Tabla 6).

Tabla 6.-Identificacion de los grupos de metabolitos de acuerdo al rango del
espectro UV/vis utilizado (Modificado de Bladt et., al. 2009).

Metabolitos Coloracion Rango
Flavonoides Amarillos 254-336 nm
Glucdésidos Rojos Violetas Rosas 254-330 nm

Taninos Cafés 254 nm
Alcaloides Azul Verdes 254-336 nm

8.3- Cromatografia en Columna.

Es una técnica de purificacion, puesto que permite aislar los compuestos de
interés de una mezcla. La cromatografia en columna utiliza una columna de vidrio
vertical que se llena con una fase estacionaria en la cual se ocup6 gel de Silice 60
merk. La muestra que se quiere separar se deposita en la parte superior de la
columna. El resto de la columna se llena con el sistema de corrimiento (disolvente
gue constituye la fase movil) que, por efecto de la gravedad, hace mover la
muestra a través de la columna o se le puede aplicar presion para facilitar el
proceso. Se establece un equilibrio entre el soluto adsorbido en la fase
estacionaria y el sistema de corrimiento que fluye por la columna. Debido a que
cada uno de los componentes de una mezcla establecera interacciones diferentes
con la fase estacionaria y la fase moévil, seran transportados a diferentes
velocidades y se conseguird su separacion. Asi, de manera similar a otros tipos de
cromatografia, las diferencias en las velocidades de desplazamiento a traves del
medio solido se corresponden con diferencias en los tiempos de elucion por la
parte inferior de la columna para cada uno de los componentes de la muestra

original, que se recogeran en fracciones diferentes (Fig. 10).
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Figura 10.- Esquema de la realizacion de cromatografia en columna.

8.4.- Cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides totales.

8.4.1. - Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

La extraccion de fenoles se llevo a cabo utilizando la metodologia de (Silva et al.,
2012) con algunas modificaciones. Se utilizaron extractos de Sambucus nigra L,
los cuales fueron suspendidos en 200 mL de agua destilada y colocados en
sindicador por 30 min y 40 °C en oscuridad, posteriormente se centrifugaron las
muestras a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C. Por ultimo el sobrenadante se liofilizo

hasta peso constante.

Para la cuantificacion de fenoles, fueron adicionados 2.5 pL de extracto (15
mg/mL) a 150 puL de agua desionizada méas 10 pL de reactivo de Folin- Ciocalteu
(Sigma Aldrich), la muestra se dej6 reposar por 10 min a temperatura ambiente y
posteriormente se incubod a 37 °C por 15 min, después se afiadio 30 pL de Na,COs3
al 20% (p/v) y se coloco en bafio frio de hielo por 15 min. Como referencia para la
curva de calibracion se utilizé acido géalico en concentraciones de 0 a 1000 pug/mL

(Anexo 1). Las lecturas se llevaron a cabo a 750 nm y los resultados se
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expresaron en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto
seco (mg EAG/g ES) (Chaovanalikit y Wrolstad, 2004).

8.4.2.-Cuantificacion de flavonoides totales.

Se realizo la cuantificacion de los flavonoides totales utilizando la técnica descrita

por Enayat y Banecjee (2009).

De acuerdo a Enayat et al.2009 para la cuantificacion de flavonoides se tomaron
10.5 L de extracto a una concentracion de 15 mg/mL, al cual se adicion6 10.5 L
de NaNO, al 5%, posteriormente a esta muestra se afiadieron 10.5 pL de AIClz al
10% y se aforé6 a un volumen de 350 pL con agua desionizada para leer la
absorbancia a 490 nm. Se utilizé quercetina a una concentracion de 0 a 100 pg/mL
para realizar la curva de calibracion (Anexo 2). Los resultados se expresaron en
miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g
PS).

8.5.- Material Biologico (modelo murino)

Para simular las ulceras géastricas humanas se utilizaron ratones CD-1 (Fig. 11)
hembras y machos los cuales fueron proporcionados por el Bioterio de la
Universidad del Papaloapan, esta especie es la que presenta caracteristicas
fisiol6gicas, secrecidn gastrica, similar a la de los seres humanos. Es de hacer
notar que de la misma forma que sucede en humanos, la formacién de Ulceras

esta determinada por factores genéticos.
Los animales se mantuvieron en ayunas durante 24 h antes de iniciar la

experimentacion, dejandoles Unicamente con agua ad libitum con las siguientes

caracteristicas.
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Bioterio

UNPA

Peso promedio 30—-35¢g
Edad 5 — 6 semanas
Sexo Hembras y Machos
Lugar de nacimiento Bioterio de la Universidad del Papaloapan
Temperatura 25 27 °C
Luz Fotoperiodo de Luz/Obscuridad 12-12 h

Figura 11.- Especificaciones en las que se encontraban los ratones CD-1 (Mus
musculus).

8.6.- Induccion de ulceras gastricas mediante los modelos de Etanol
absoluto e Indometacina

Las Ulceras gastricas en los ratones se indujeron administrando etanol absoluto e
indometacina, posteriormente se administraron los diferentes extractos de
Sambucus nigra y se evalué el efecto de proteccion posterior al sacrificio de los
animales, con el propésito de cuantificar el dafio presentado en la regién
estomacal, para esto los estbmagos se diseccionaron y después se abrieron por la
curvatura mayor, enseguida se retirdé la materia residual, y se lavaron con agua
destilada, el dafio se evalu6 por analisis de imagen con ayuda del software

ImageJ.

8.6.1.- Evaluacion de la actividad anti-ulcerogénica de extractos de
Sambucus nigra en ulceras gastricas inducidas por etanol absoluto en
ratones CD-1.
Para realizar este experimento los ratones se mantuvieron en fotoperiodo de luz
12/12 h, con un peso aproximado de 30 gr, sometidos en ayuno 24 h antes de
iniciar el experimento solo con agua ad libitum. Para realizar la experimentacion se

realizaron 6 lotes de 5 ratones separados en jaulas de acrilico transparente, con
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esto se busco tener un grupo control (+) al cual solo se le administro el farmaco de
referencia famotidina (agente protector) a dosis de 20 mg/kg, un grupo control (-)
tratado solo con etanol absoluto (agente ulcerante) a dosis de 1 mL/100 gr, y 4
grupos restantes que se les trato con el agente ulcerante mas los extractos
(hexano, acetato de etilo, metanol y agua a dosis de 80 mg/kg). Describiendo
brevemente la técnica, primero se administré el extracto de forma intragastrica
para que formen una proteccion previa (Robert et. al., 1968). Posteriormente se
administro el alcohol absoluto, ya que este agente genera un estrés oxidativo
(OS) con la consiguiente liberacion de radicales libres (FR), debido a una mala
regulacion en la bomba H+/K+ ATPasa, lo cual a su vez provoca un dafio por OS
en la mucosa, y finalmente a la ruptura de la mucosa; se ha visto que entre un 10
a 40% de los estdbmagos de ratas y ratones, se cubren erosiones hemorragicas y
Ulceras al ser examinados de 1 a 2 horas después de su administracion. Después
de la administracion del etanol, se les dejo un reposo de 4 h, pasado este tiempo
fueron sacrificados en una camara de cloroformo, posteriormente se diseccionaron
los estdbmagos, estos se abrieron por la curvatura mayor y lavados con agua para
retirar el residuo excedente que contenian, de forma seguida se secaron con
gasas y extendidos sobre una superficie plana para analizar el 4rea dafiada, se
fotografiaron sobre un fondo blanco (Altura de 20 cm) para ser sometidos a un
analisis de imagen con el software ImageJ analizando de manera mas objetiva el

area dafiada (Fig. 12).

Figura 12.- Diseccion y apertura del estbmago.

34



8.6.2.- Evaluacion de la actividad anti-ulcerogénica de extractos de

Sambucus nigra en ulceras gastricas inducidas por Indometacina en

ratones CD-1.
Para este experimento se utilizo la técnica que propuso (Oyagi et al., 2010) para
inducir las lesiones hemorragicas gastricas mediante administracion intragastrica
de Indometacina a dosis de 20 mg/kg. El extracto activo disuelto en CMC (solucién
de carboximetilcelulosa) al 0.5% disuelta en agua destilada el cual se administré
una hora antes de la aplicacién de la Indometacina en dosis orales con la ayuda
de una canula a diferentes concentraciones (10, 30 y 50.53 mg/kg). Doce horas
después de la administracion de Indometacina, los animales se sacrificaron por
dislocacion cervical y seguidamente se extrajeron los estémagos, estos se
abrieron a lo largo de la curvatura mayor. Las lesiones hemorragicas se midieron

utilizando el software de analisis de imagen ImageJ.

8.7.- Andlisis de area danada.

Después de la extraccion de los estbmagos se extendieron sobre una superficie
plana, fueron fotografiados sobre un fondo blanco con una camara Sony Cyber-
Shot a una altura estandar, posteriormente se calculo el area dafiada de forma
digital mediante el software ImageJ (Fig. 13), calculando el indice de ulceracién

bajo la siguiente formula:

Formula 1.- indice de Ulceracion (1U):

_ Area Ulcerada (AU)
~ Area Total (AT)

Y posteriormente se calculd el porcentaje de proteccién (% Proteccion):

(IU Control)—(IU Pre—tratamiento)
[U Control

Formula 2.- % Proteccién = ( )*100
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Figura 13.- Andlisis del area dafiada por el software ImageJ.

8.8.- Andlisis dosis - respuesta del extracto activo.

En este experimento evalué a que concentracion presentaba mayor eficacia el
extracto activo, para esto se realizaron 5 lotes de 5 ratones, teniendo un control
positivo, un control negativo y los siguientes grupos para el extracto activo a
diferentes concentraciones ( 20, 40 y 80 mg/kg), el grupo control negativo (etanol
absoluto) y el grupo control positivo (famotidina). Con esto se buscd determinar
una DEsp y se verifico si esta dosis presentaba una actividad anti-ulcerogénica

favorable.

8.9.- Toxicidad.

Con este ensayo se buscé determinar la toxicidad que presenta el extracto activo
a concentraciones especificas ya que Sambucus nigra contiene una toxina
llamada nigrina encontrada principalmente en las hojas, esta producen RIP’s
(Proteinas Inactivadoras de Ribosomas) las cuales son toxinas de origen vegetal
en su mayoria y en algunos casos de origen bacteriano, que provocan la inhibicién
irreversible de la biosintesis de proteinas llevada a cabo por ribosomas de
mamiferos, hongos, algunas plantas y bacterias (Girbes, 2004). Para esta prueba
se organizaron lotes de 5 ratones a los cuales se les administro el extracto activo a
diferentes dosis monitoreando los sintomas presentados en cada ejemplar en las

horas siguientes a la administracion del extracto.
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8.10.- Efecto sinérgico via 6xido nitrico.

La proteccion de ulceras se llevo a cabo con dosis no efectivas del extracto activo
(5 mg/kg), combinando con un proveedor de 6xido nitrico (Dinitrato de Isosorbida)
a dosis no efectiva de 2.5 mg/kg, con esto se observo si presentaron efecto
sinérgico cuando fueron combinados y aplicados de forma conjunta, ya que

individualmente no presentaron ninguna actividad antiulcerogénica.

8.11.- Analisis estadistico de datos.

El analisis estadistico para la actividad antiulcerogénica fue realizado usando el
programa estadistico Minitab 16. Los datos obtenidos fueron analizados por
analisis de varianza (ANOVA) de una via con seguido de una post prueba de
Dunnett con un nivel de significancia p<0.05, los valores de ICso fueron obtenidos

por regresion lineal con un coeficiente de correlacion de R* = 0.9678.
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9.- RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1.- Analisis quimico preliminar.

9.1.1.- Cromatografia en Capa Fina (TLC).

En la cromatografia en capa fina se realizaron varios ensayos utilizando placas de
5X5 cm para cromatografia en fase normal. Se probaron diferentes sistemas de
corrimiento. Las primeras placas se corrieron con diclorometano:metanol (75/25,
70/30, 90/10, v/v) que posteriormente fueron reveladas con vainilina y 4-
hidroxybenzaldehido (Fig. 14) en donde la coloracion de las bandas indica la
presencia de glucosidos (color guinda) y taninos (color café) (Tabla 6). En la otra
prueba de corrimiento se utilizé un sistema hexano:acetato de etilo (75/25 v/v)
(Fig. 15).

Figura 14.- Placas de cromatografia en el sistema de corrimiento
Diclorometano:Metanol a diferentes concentraciones: a) 75/25, b) 70/30 y c) 90/10
(v/v) reveladas con 4-hidroxi-benzaldehido, la coloracién mostrada en el bandeo

refleja la presencia de glucésidos y taninos.
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Figura 15.-Placa de cromatografia corrida en el sistema Hexano:Acetato de Etilo
75/25 (viv) revelada con 4 hidroxi-benzaldehido.Se presenta una coloracién guinda
indicando la presencia de glucosidos en el extracto de metanol y una ligera banda

café en el extracto acuoso indicando la presencia de taninos .

(EPET (TRPPRRPERA IRV (FTRTETAA E 2]
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Figura 16.-Placa de cromatografia corrida en el sistema Metanol:Acetato de
Etilo:Agua (100/13/10) (v/v/v).En las placas corridas se observaron bandas de
color marrén indicando la presencia de taninos y en la parte superior bandas

verdes que se pueden considerar alcaloides revelado con 4-hidroxybenzaldehido.
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Al correr los extractos de interés en un sistema cloroformo:metanol:agua (65/35/10
v/vlv) pueden apreciarse bandas de color guinda y de color café en la luz UV a
diferente longitud de onda lo cual indica la presencia de glucésidos y taninos en
fase normal respectivamente (Fig. 17). Después de hacer el corrimiento de las
placas estas fueron reveladas con vainillina y 4-hidroxibenzaldehido donde fueron
apreciados diferentes colores de acuerdo a los metabolitos presentes en la
extracto, que por el color presentado se pudo hacer una inspeccion de los

metabolitos de interés.

H Ac M AE H Ac M AE

Figura 17.-Placa de cromatografia corrida en el sistema Cloroformo:Metanol:Agua
(65:35:10) (v/viv)en donde se observd la presencia de glucésidos y taninos

reveladas con luz UV, a) 254 nm, b) 330 nm.

Con el revelado de las placas con vainillina y 4-Hidroxybenzaldehido se pudieron
apreciar bandas con colores guindas, rosas y cafés, con esto se puede presumir la
presencia de glucosidos y flavonoides, que debido a la presencia de estos
compuestos, el extracto posiblemente puede estar presentando la actividad

antiulcerante antes mencionada, que por su naturaleza polar poseen una gran
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capacidad antioxidante, aunado a esto protegen la mucosa estomacal impidiendo

gue se genere dafo por agente oxidantes (Yesilada et al., 2014).

9.1.2.- Cromatografia en columna (CC).

Con la TLC realizada de los extractos, se identificaron los grupos de compuestos
como glucdsidos y taninos en el extracto acuoso, que de acuerdo con su polaridad
y el sistema de corrimiento utilizado (cloroformo:metanol:agua 65:35:10 V/V/V), se
logré un mejor desplazamiento de los compuestos en el extracto activo. Esto dio la
pauta para realizar un fraccionamiento por cromatografia en columna (Fig. 18),
con el fin de analizar los compuestos presentes en el extracto activo, ya que la
cromatografia en capa fina, nos indicé que el extracto activo (Extracto Acuoso)
presentd los metabolitos con mayor relevancia para este estudio como los taninos
glucésidos y flavonoides (rutina, quercetina) con actividad anti-ulcerosa probada
(Yesilada et al., 2014).

> Sistema de corrimiento
CHCI;-CH;0OH-H,0 (65:35:10)

V'S

A

» Muestra (Extracto Acuoso)

F' N
v

Gel de silice (Fase estacionaria)

'S
v

Fracciones Recolectadas

Figura 18.- Columna cromatografica para el fraccionamiento del Extracto Activo.

Durante el fraccionamiento quimico por cromatografia en columna las fracciones
se recolectaron en viales de 8 mL hasta que finalizé el corrimiento. Se obtuvieron
86 fracciones en total y posteriormente cada fraccion obtenida fue monitoreada por
TLC y corrida por el mismo sistema cloroformo-metanol-agua(65:35:10 V/V/V)
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posteriormente reveladas con luz UV (254 y 330 nm) y 4-hidroxi-benzaldehido

(Fig. 19).

EACtttIF4ANtftIFAW tftIF4 ™ tfFAWtWF5 " mfttftE: AN WFS Wt F5AMttF5N ttfFS Wt fES N titFE AN FSNMWFSWWES WHFS Wt fFS8M

Figura 19.- Placas en TLC con el sistema Cloroformo:Metanol:Agua (65:35:10).

Reveladas con luz UV.

9.1.3.- Cuantificacién de fenoles totales y flavonoides.

En la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides, se observé que el de mayor
acumulacion para compuestos fendlicos fue el extracto acuoso, el cual fue 8.4
veces mayor que el metandlico, 5.8 veces mas que Acetato de etilo y 12.3 veces
mas que hexano (Tabla 7). Referente a flavonoides, se observd que el extracto de
Acetato de etilo y de hexano son similares en contenido con 67 y 64 mg Eq. de
Quercetina/g de extracto, seguido del extracto metandlico el cual es 2.1 veces
menos que el extracto de acetato de etilo y finalmente el acuoso con 1.1 veces
menos que el Acetato etilo. En este Ultimo su contenido menor puede ser por la

polaridad de los compuestos cuantificados, que son mas afines por solventes de
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mediana a baja polaridad como hexano y acetato de etilo. Ademas, podemos
observar que el contenido de fendlicos totales se relaciona directamente con la
mayor actividad anti-ulcerosa del extracto acuoso ya que esto puede ser debido a
la acumulacién de compuestos de alta polaridad como los acidos fendlicos (galico,
caféico, clorogénico, cumarico, Yy ferudlico) principalmente, a los cuales presentan
actividad antioxidante comprobada y pueden estar atrapando radicales libres
(Bonaerense et al., 2001) liberados por efecto del etanol el cual es el inductor de
ulceras gastricas en nuestro modelo de estudio. Referente al contenido de
flavonoides, la posible presencia de rutina y quercetina en los extractos, pueden
estar ejerciendo un efecto positivo sobre la actividad evaluada (Yesilada et al.,
2014). Que de acuerdo con su polaridad, también pueden estan presentes tanto
en el extracto acuoso como metanolico, de tal manera, que al administrar los
tratamientos, estos pueden ejercer un efecto significativo al compararlos con el
control (famotidina). Ademas, estos metabolitos muestran actividad antioxidante e
inhiben el edema (inflamacién) en un modelo de pata de raton mostrando un gran

potencial antiinflamatorio.

Tabla 7.-Resultados de la cuantificacién de fendlicos totales y flavonoides en los

extractos.
Fenolicos Flavonoides
Extracto mg EAG/g de extractol Mg EQ/g de extracton
Hexano 16.22+2.40 64.2610.64
Ac. Etilo 34.48+3.47 67.51+0.53
Metanol 23.79+1.22 31.58+0.82
Agua 200.34+0.21 59.89+0.49

Se puede observar que el contenido en los extractos probados el extracto acuoso
contiene una mayor cantidad de fendlicos en el extracto acuoso se encuentra casi

cuatro veces mas que el contenido de flavonoides en el mismo extracto.

43



9.2 .- Analisis del dafio presentado en los estOmagos.

9.2.1.- Proteccién de los extractos ante el etanol.

Se observd, que todos los extractos presentaron actividad anti-ulcerante ya que
obtuvieron mayor efectividad que el farmaco control (famotidina) sin embargo, el
extracto acuoso fue el que obtuvo una mayor proteccion de las células
estomacales, posiblemente esté relacionada a la alta polaridad de los compuestos
que arrastra el extracto acuoso. Observando que, los porcentajes de inhibicion de
la ulcera se presentaron en este tratamiento con un 60.75% siendo 1.7 veces mas
activo que el extracto de metanol con un 35.08% y 1.4 veces mas eficiente que el
extracto de acetato de etilo con 44.66%, por lo que presenta un efecto
considerable en la proteccion estomacal inhibiendo la formacion de las ulceras
(Tabla 8, Figura 20). Esto, puede asociarse con el uso en la medicina tradicional
que es la elaboraciébn de té, que se utilizan para el alivio de diferentes
padecimientos estomacales y tienen gran similitud con la formulacion de este
extracto. Cabe resaltar, que en estudios anteriores otros autores mencionan a
otras especies del genero Sambucus en los que se hace mencién de Sambucus
mexicana probando los extractos oralmente para aliviar el edema de pata de
ratones albinos (Chajon-Flores, 1996) en el cual observaron una reduccion en la
inflamacion. Por otro lado, se probaron extractos de Sambucus ebulus como un
plus en la formulacion del yogurt atribuyéndole propiedades laxantes y diuréticas
(Yesilada et al., 2017).
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Tabla 8.- Efecto anti-ulceroso de los extractos de Sambucus nigra (Sauco) en el
modelo de ulceras géastricas inducidas por etanol en raton CD-1

. . Indice de .
Tratamiento Dosis(mg/kg) ulceracion (1U) % Proteccion
EtOH (-) 0.4668 + 0.0343
Ex. Hex. 80 0.2226 + 0.0379** 48.99
Ex. Ac. Et. 80 0.1908 + 0. 0042** 44.66
Ex. Met 80 0.1623 + 0.0433* 35.08
Ex. Aq 80 0.2760 + 0.0341 ** 60.73
Famotidina (-) 20 0.1542 £ 0.0191 = 33.04

Los valores son la media * el error estandar (n=5). ANOVA con una post prueba
de Dunnett **Estadisticamente significativo a p< 0.01 en comparacién con el
pntrol negativo (Etanol). EtOH=Etanol, Ex. Hex.= Extracto Hexano, Ex. Ac. Et. =

Extracto Acetato de Etilo, Ex. Met.= Extracto Metanol, Ex. Ag. = Extracto acuoso.

Figura 20.-Dafio del Etanol en los diferentes tratamientos con los extractos. A:
EtOH,B: EtOH/Ex.Hex., C:EtOH/Ex.Ac.Et., D:EtOH/Ex.Met., E: EtOH/EX.Aq.

En la figura anterior se puede apreciar que la proteccion de los extractos fue
consistente en porcentaje de inhibicion de ulceracion, aunque presentdé mejor
actividad el extracto acuoso (1.4 veces mas en promedio), esto puede deberse, a
la alta polaridad de los compuestos activos presentes en el extracto, como los
compuestos fendlicos, flavonoides y glucésidos. En estudios anteriores, se ha
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comparado la famotidina como farmaco anti-ulceroso de referencia inhibiendo solo
el 32.8%. (Sanchez-Ocampo et al., 2013).

9.1.2.- Anélisis dosis-repuesta

Posteriormente se evaluo la dosis respuesta del extracto acuoso (Extracto activo).
Para evaluar en qué concentracion presenta una mejor actividad se hicieron
concentraciones de 20, 40, y 80 mg/kg frente al mismo agente ulcerante Etanol
absoluto, comparando con la famotidina que es nuestro farmaco de referencia a
una dosis de 20 mg/ kg (Fig. 21).

Figura 21.-Efecto del extracto acuoso a diferentes dosis contra ulceras gastricas.
Donde A: Control negativo (Etanol absoluto), Extracto acuoso (B: 20 mg/kg, C: 40
mg/kg, D: 80 mg/kg), E: Famotidina

Observando que el porcentaje de proteccion del extracto fue 1.76 veces mayor
gue la famotidina con 59.82 y 33.85% de inhibicion de ulceracién respectivamente,
y con base a los resultados obtenidos, se procedio a realizar el célculo de la dosis
efectiva 50 (DEso) la cual fue igual a 53.50 mg/kg (Fig. 22). Debido al manejo de la
diferentes dosis y presencia de efectos o sintomas no deseados del extracto
acuoso a dosis de 80 mg/kg se evalud también la toxicidad a dosis de 10, 20, 40y
80 mg/kg (Tabla 9).
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Tabla 9.- Analisis dosis-dependiente a diferentes concentraciones del extracto
activo que mostré toxicidad.

Tratamiento Dosis (mg/kg) Indice de ulceracion (IU) % Proteccion
EtOH (-) 0.4668 £ 0.0398
Ex. Ac. 20 0.1270 £ 0.0170 ***@ 27.95
Ex. Ac. 40 0.1693 £ 0.0220 ***[ 37.26
Ex. Ac. 80 0.2718 £ 0.0357 ***@ 60.73
Famotidina (+) 20 0.1538 +0.0191 @ 33.85

Los valores son la media + el error estdndar (n=5). ANOVA con una post prueba
de Dunnett **Estadisticamente significativo a p< 0.001 en comparacion con el
control negativo (Etanol). EtOH=Etanol, Ex. Ac.20, 40, y 80 mg/kg y Famotidina (+)

= control positivo.

Figura 22.-Evaluacion de Dosis efectiva 50 (DEs0=53.50 mg/kg).

9.2.- Toxicidad.

Los resultados de inhibicion de la ulceras alcanzaron las expectativas de
proteccion que se tenian contempladas sobre el extracto activo (Acuoso), sin
embargo se presentd efecto de toxicidad a concentraciones de 40 a 80 mg/kg
cuando esta fue administrada de forma intragastrica, ya que los ejemplares
presentaron el deceso 48 h después de su aplicacién, esto nos llevo a revisar

diversas literaturas y se encontré que Sambucus nigra contiene una coleccién de
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proteinas inactivadoras de ribosomas, en particular nigrinas que parecen ser
responsables de su toxicidad (Battelli et al., 1997). Estas proteinas, Pertenecientes
a las RIP’s (Ribosome Inactivating Proteins) son toxinas de origen vegetal, estas
se dividen en tipo RIP’s de tipo 1 y de tipo 2, estas Ultimas poseen mayor
toxicidad, entre este grupo entra la ricina, abrina, volkensina, viscumina y

modeccina (Girbés et al., 2004).

Las RIP’s pueden atravesar las membranas celulares al reconocer y unirse a
receptores de membrana plasmatica y entrar en el citosol, la toxicidad de la ricina
con dependencia de la via de administracibn y considerada como arma de
destruccion masiva en el ambito celular. La mayor concentracion de ricina se
puede presentaren las hojas verdes de Sambucus nigra, siendo toxica a una
concentracion de 3 ug/kg de forma inyectada en cola de ratéon provocando la
muerte del animal en un plazo de 24 a 36 h, causando dafios en las criptas del
intestino y hemorragias (Juan, 2004). Esto nos llevo a realizar un experimento de
toxicidad a concentraciones de 30, 53.5 y 80 mg/kg administrando por un lapso de
10 dias. La prueba de toxicidad de Sambucus nigra se realizdé con un lote de 10
ratones dividiéndolos en dos cajas de 5 ratones cada una para mantener un mejor
control, probando las diferentes concentraciones por animal las cuales se

administraron de forma intragéastrica con la ayuda de una canula (Fig. 23).

Figura 23.-Administracion del extracto activo a diferentes concentraciones para

monitorear la toxicidad.
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Las dosis fueron administradas cada 24 h en un horario 11 a 12 h realizando el
monitoreo del comportamiento de los animales presentes en cada caja, 4 h
después de la administracion de la dosis del extracto activo, por un lapso de 10
dias, haciendo mencion que se tom6 como dia uno el dia después de la
administracion de la primera dosis aplicada (24 h después), los parametros
evaluados a continuacion fueron concentrados y mostrados en el formato siguiente
(Fig. 24, Tabla 10) para cada tabla.

e Somnolencia
e Mareo

e Diarrea

e Convulsiones
e Confusién

e Vomito

e Coloracion de labios

Figura 24 Monitoreo de ratones 4 h después de administrar la dosis del extracto
activo para toxicidad.

Tabla 10.- Parametros de toxicidad.

Dénde:

L Muerte de ejemplares

Sintoma presentado

9.2.1.- Toxicidad a 30 mg/kg.

Para realizar esta prueba se seleccion6 un lote con 10 ratones dividiéndolos en
dos cajas para tener un mejor control a los cuales se les administro una dosis

diaria de extracto con una concentracion de 30 mg/kg, aplicando esta dosis cada
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24 h en un horario de 11 a 12 h, 4 h posteriormente a la aplicacion de la dosis se

les monitoreo verificando si  presentaban los parametros anteriormente

mencionados y se recolectaron en la siguiente la tabla (Tabla 11).

Tabla 11.- Monitoreo de Toxicidad a concentracion de 30 mg/kg.

Toxicidad

Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusion Somnolencia | Convulsion | Labios
1 v v v
2 4 v
3 v
4

5

6

7

8

9

10

1° dia: 4 h después de la aplicacion de la muestra unos ratones
presentaron destanteo ya que se pegaban a la pared de la caja en
repetidas ocasiones, otros se quedaban dormidos sobre el aserrin y otros

se tambaleaban al caminar.

2° dia: se siguio el mismo procedimiento de administracion de la muestra
se monitoreo y se observd que los ratones solo presentaban dos

comportamientos al quedarse dormidos y tambalearse cuando caminaban.

3° dia: bajo el mismo procedimiento de aplicaciébn y monitoreo se observo

gue los ratones presentaban suefio.

4° dia: después de esta administracion los ratones presentaron un
comportamiento normal, presentando actividad cotidiana después de la
administracion de la dosis y manteniendo este comportamiento hasta

finalizar el tratamiento de los 10 dias en observacion.
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9.2.2.- Toxicidad a 40 mg/kg.

Dandole seguimiento al experimento de toxicidad se procedio a incrementar la

concentracion del extracto a 40 mg/kg siguiendo el mismo procedimiento en la

separacion y observacion de los ratones, a esta concentracién se presento la

muerte de los ejemplares a partir del quinto dia presentando somnolencia desde el

primer dia de la aplicacion del extracto.

Tabla 12.- Monitoreo de Toxicidad a 40 mg/kg.

Toxicidad Caja 1
Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusién Somnglencia Convulsién | Labios
1
2 "4
3 %4 74
4 v
%4 v
"4
v
8
9
10
Toxicidad Caja 2
Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusioén Somnolencia | Convulsién | Labios

v

ANANANANAN

4
(4 (4
v

1
2
3
il
5
8
9
10

e 1°dia: a partir del primer dia los animales presentaron somnolencia

guedandose tirados en la caja durante un tiempo prolongado.
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2° dia: los animales dieron indicios de confusién tambaleandose por la caja

y quedandose acorralados a la pared de la caja.

3° dia: no se presentaron mejorias en el comportamiento de los ejemplares
ya que presentaron las mismas caracteristicas mencionadas anteriormente
permaneciendo dormidos en un lapso prolongado.

4° dia: Los animales presentaron diarrea y mostraron un comportamiento

débil permaneciendo botados en el aserrin y con una respiracion rapida.

5° dia: se presentd la muerte de dos ejemplares, mientras que los restantes

no presentaron mejorias.

6° dia: se mostro la muerte de 1 ejemplar mas, observando que el estado

de los ratones sobrantes no mostraban mejoras.
7° dia: se continud con la muerte de mas animales, con esto se decidid

parar el experimento y sacrificar a los animales restantes para evitar errores

en experimentos futuros.

9.2.3.- Toxicidad a 53.5 mg/kg (DEsy).

Al igual que en el experimento de toxicidad anterior se selecciond un lote de 10

ratones dividiéndolos en dos cajas para tener un mejor control sobre ellos y mejor

observacion, a estos se les administro la misma dosis mencionada anteriormente

con una concentracion de 53.5 mg/kg (DEsg) esta dosis se evalu6 debido a que en

el estudio de la dosis dependencia del extracto activo se presenté una reaccién

toxica a una concentracion de 40 mg/kg sin embargo no se consider6 toxica como

tal, por esto se procedi6 a evaluar la toxicidad de la DEsy, administrada a cada

raton, esta fue suministrada en el mismo horario y monitoreada de la misma forma

mencionada anteriormente los ratones presentaron el siguiente comportamiento
(Tabla 13).
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Tabla 13.- Monitoreo de Toxicidad a 53.5 mg/kg (DEsy).

Toxicidad Caja 1
Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusién Somn&lencia Convulsién | Labios
"4
"4 4
v %4
v v

Toxicidad Caja 2
Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusion Somnolencia | Convulsion | Labios

1 (4 4
2 4 4
v
4 4
v [%4
6
7
8
9
10
Caja 1:

e 1° dia: los ratones presentaron somnolencia ya que estos se quedaban

echados en el aserrin.

e 2° dia: los ratones se comportaron de la manera antes mencionada solo
gue esta vez al caminar se encontraban entre siy a la vez se pegaban a las

paredes de la caja.
e 3° dia: los animales presentaron diarrea ya que al hacer presion en el la

panza para administrar el extracto defecaron de forma semisdlida, se

aprecié un comportamiento de tambaleo al caminar.
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4° dia: los ejemplares mostraron el mismo sintoma de diarrea al administrar
el extracto mientras que mostraban un comportamiento de flojera, estaban
todos echados en el aserrin sin ganas de pararse ya que no mostraron

resistencia al ser atrapados para administrar el extracto.

5° dia: se presentd la muerte de un animal mientras que ratones restantes

siguieron presentando diarrea y somnolencia al estar echados.

6° dia: se presentd la muerte de dos animales mientras que los animales

restantes siguieron presentando los mismos sintomas.

Con esto se decidié parar el experimento ya que visualizo el resultado que se

iba a tener, con la muerte de todos los ejemplares, los animales restantes

fueron sacrificados ya que si se dejaban podian causar errores en

experimentos futuros y a su ves observando sus Organos internos, no

presentando ninguna alteracion a simple vista.

Caja 2:

1° dia: se present6 somnolencia en los animales y dos presentaron diarrea

ya que al administrar el extracto se ejercié presion en el abdomen.

2° dia: los animales presentaron la misma sintomatologia mencionada

anteriormente.

3° dia: se presentd el deceso de un animal presentando sangrado por los
oidos mientras que los demas animales presentaban confusién vy
somnolencia.

4° dia: se observo que los animales mostraban somnolencia y diarrea.

5° dia: se registré la muerte de dos animales, mientras que los animales

restantes presentaban confusion y diarrea.
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e 6° dia: los animales siguieron presentando el mismo comportamiento,

presentando los sintomas antes mencionados.

Con esto se decidié terminar con el experimento a esta dosis 53.5 mg/kg ya que
se visualiz6 el desenlace de esta indagacion, posteriormente los animales
restantes fueron sacrificados ya que si se dejaban en resguardo en el Bioterio

podrian interferir con experimentos futuros.

9.2.3.- Toxicidad a 80 mg/kg.

Para este experimento se seleccioné un lote de 7 ratones los cuales se
mantuvieron en una caja y se les administro la dosis antes mencionada a una
concentracion de 80 mg/kg esta planeo ser administrada diariamente por un
periodo de 10 dias pero al 3° dia dos ratones presentaron la muerte monitoreando
después del primer dia de la aplicacion del extracto activo somnolencia, confusién

y diarrea en el ejemplar, estos comportamientos se describen en la tabla siguiente

Tabla 14.- Monitoreo de Toxicidad a 80 mg/kg.

Toxicidad
Dias | Vomito | Mareo | Diarrea Confusion Somnolencia | Convulsion | Labios
%4 v
(4
(4 ("4 (4
v %4 v
[%4

mw-ww

-
O

e 1° dia: después de la administracion del extracto se administré la segunda
dosis 4 h mas tarde fueron monitoreados y se observo que los ratones
presentaban somnolencia y otros presentaban confusiébn ya que se

encontraban entre si.
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2° dia: posteriormente de aplicar el extracto se monitorearon 4 h después y
presentaban con somnolencia ya que hacian a caminar y se volvian a

acurrucar y se quedaban dormidos.

3° dia: al momento de aplicar el extracto y hacer presion en la panza los
ratones defecaron presentando diarrea, posteriormente se monitorearon
pasadas las cuatro horas y estos ejemplares presentaban el mismo

parametro de somnolencia al caminar poco, echarse y quedarse dormidos.

4° dia: se encontraron dos ejemplares muertos de los que presentaban
somnolencia los cuales se encontraban desangrando por los oidos,
posteriormente se administraron los extractos y presentaron diarrea, a los
ejemplares restantes se les siguié el mismo procedimiento de monitoreo,

presentandose confusion en la mayoria de los animales restantes.

5° dia: se encontraron dos ejemplares muertos a los cuales se les abrié y
no mostraron ningun dafio en el aparato digestivo. A los animales restantes
se les administro la dosis correspondiente de extracto y se monitorearon en

el mismo lapso de tiempo.

Después del dia 5 se finalizd el experimento ya que se pronosticO que los
animales restantes iban a morir, como se mencion6 anteriormente los ejemplares
fallecidos fueron abiertos y se examiné el tejido del sistema digestivo el cual no

mostro dafio aparente.

9.3.- Tratamiento con dosis de 30 mg/kg a 7 y 14 dias.

El resultado obtenido de las pruebas de toxicidad mostro que a una concentracion
de 30 mg/kg no se mostraba toxicidad alguna, esto dio la pauta a realizar
experimento para simular el tratamiento que se administra cotidianamente con los

farmacos convencionales de patente, para esto se seleccionaron 15 ratones a los
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cuales se les indujo la ulceracion por medio del etanol absoluto administrando una
dosis de 200 uyL por animal. Estos animales se apartaron 5, de los cuales se
quedaron con el etanol con el fin de que nos sirvan como control negativo a través
del tiempo dejandolos solo con alimento y agua. Esto con la intencién de
compararlos al termino de los 7 y 14 dias, observando cual fue la ventaja del
tratamiento con la alimentacion diaria. A los dos grupos restantes se
administraron con el etanol, siguiendo el procedimiento media hora después se les
administro el extracto a una dosis de 30 mg/kg durante 7 y 14 dias
respectivamente, el procedimiento se realizé inversamente a la vez anterior, ya
gue en esta ocasion primero se generd la ulcera y después se gener6 la
proteccion, esto es con el fin de generar una simulacion del tratamiento
convencional que se genera con el Omeprazol, ranitidina y demas. Mientras que a
los ratones que solo se mantuvieron con alimento (control negativo) se les
suministro alimento necesario sin que les hiciera falta ningun dia para evitar

lesiones por ayuno prolongado.

Al termino de los 7 dias se sacrificaron los ratones de la primera caja para evaluar
el proceso de recuperacion que se presentd en los estbmagos por el extracto, a su
vez durante el mismo experimento fueron sacrificados dos ratones de los que se
encontraban solo con alimento para realizar una comparacién de la reparacion de
la ulcera generada por el etanol y el tejido necrosado, siguiendo el procedimiento
mencionado anteriormente para la extraccién y andlisis de los estbmagos. Al
termino de los 14 dias, se realizé el andlisis de las ulceras de los ratones de la
caja faltante y se cuantifico el indice de ulceracion (IU) y posteriormente el
porcentaje de proteccién (porcentaje de inhibicibn de ulceracion) haciendo una
comparacion entre los tratados con el extracto acuoso a 7 y 14 dias con los
controles (control negativo y positivo) (Tabla 13, Tabla 14).

Los animales que estuvieron sometidos al tratamiento, presentaron una
recuperacion favorable en los primeros 7 dias, ya que al compararlos con el
control negativo (solo agua y alimento durante 7 dias después de inducir las
ulceras con etanol absoluto) y control positivo (famotidina farmaco de referencia)

en la primera semana fue 3.5 veces mejor que los tratados solo con agua y
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alimento y 2.4 veces mejor que famotidina (79, 33 y 22.6% de proteccion
respectivamente) (Tabla 15, 16). Cabe mencionar que, los animales no
presentaron toxicidad ni aparecieron reacciones adversas secundarias en el

ejemplar.

Tabla 15.- Estbmagos sometidos al tratamiento con 30 mg/kg por 7 y 14 dias.

Estomago con Estomago tratamiento  Estomago tratamiento
Estomago control ) ) i
alimento 7 dias 14 dias
IU: 0.456 IU: 0.355 IU: 0.097 IU: 0.084

% Proteccion: 22.59% % Proteccion: 79.18% % Proteccion: 82.06%

Tabla 16.- Tratamiento a los 7 y 14 dias con 30 mg/kg.

Tratamiento Dosis (mg/kQg) ulc:erlglccieér?e(IU) % Proteccion
Etanol 1 mL /100 gr 0.4544 + 0.0343
Alimento Diario 0.3558 £ 0.0152***Q 22.5950
7 dias 30 mg diarios 0.0972 + 0.0131***0 79.1805
14 dias 30 mg diarios 0.0840 = 0.0091***Q 82.0634

Los valores son la media * el error estdndar (n=5). ANOVA con una post prueba
de Dunnett*** Estadisticamente significativo a p< 0.001 en comparacién con el
control negativo (Etanol), EtOH=Etanol, Alimento Diario (Alimento) y tratamiento

mas alimento a 7 y 14 dias.

9.4.-Mecanismo de accién via 6xido nitrico.

El resultado anteriormente expuesto dio la pauta para combinar una dosis no
efectiva (5 mg/kg) del extracto activo més un vaso-relajador muscular como es
Dinitrato de Isosorbida (DNI) que es un proveedor de 6xido nitrico (ON) a dosis no
efectivas de 2.5 mg/kg (Sanchez-Ocampo et al., 2013). El experimento arrojo que
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tanto el extracto como el DNI por si solos no presentaban ninguna actividad sin
embargo cuando se combinaron, mostraron una inhibicion de la ulcera de 69.04%
(Tabla 17, Fig. 25) siendo 2 veces mayor proteccién que la que presenta la
famotidina, esto nos lleva a sugerir que, el posible mecanismo de accién
involucrado en la proteccion gastrica se relaciona con los metabolitos de alta
polaridad presentes en Sambucus nigra y que esté estrechamente relacionado con
el ON, debido a la sinergia que se presenta con el extracto activo. Ademas, que en
dosis no efectivas se potencializa la proteccién de las membranas impidiendo la
formacion de las especies reactivas de oxigeno (actividad anti-radical) 0

antioxidante (Fernandez-Travieso 2014).

Tabla 17.- Actividad del extracto activo en combinacién con Dinitrato de
Isosorbida.

. . Indice de .
Tratamiento Dosis (mg/kg) ulceracion (IU) % Proteccion
EtOH e 0.4668 £ 0.0398 -
Ex. Ac. 5 0.5088 + 0.0336 NI

DNI 2.5 0.4557 £ 0.0186 NI
DNI+ Ex. Ac. 25+5 0.3135 +£0.0084*** 69.04

Los valores son la media * el error estandar (n=5). ANOVA con una post prueba

de Dunnett *** Estadisticamente significativo a p< 0.00len comparacién con el
control negativo (Etanol). Donde Ex. Ac. = Extracto acuoso, DNI= Dinitrato de

Isosorbida, NI= No Inhibid.

[

Figura 25.-Proteccion del extracto activo en combinacién con el DNI en ulceras
provocadas por EtOH donde: A) EtOH, B) DNI+EtOH, C) Ex.Ac.+EtOH,
D) DNI + Ex. Ac. + EtOH
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9.1.2- Induccioén de ulceras con Indometacina.

Ademas del método de induccion de ulceras con etanol, también se realiz6 la
prueba de induccion por Indometacina a 20 mg/kg validando el efecto
antiulcerogénico del extracto, siendo este un AINE’s con una concentracion que
interrumpe la acciébn de las Cox 1 y Cox 2, ya que estas segregan las
prostaglandinas encargadas de la produccién de mucus géstrico en la pared
estomacal, y la ausencia de esta mucosa gastrica causa pequefias hemorragias y
perforaciones (Fig. 26) (Valdivia Roldan, 2011). Por lo que se evalud el extracto
activo a una concentracion de 30 mg/kg y 53.5 mg/kg(DEso) mostrando interés por
la dosis de 30 mg/kg ya que a esta concentracion no presento toxicidad en los

experimentos anteriores.

Figura 26.-Dafio generado por la Indometacina sobre la superficie estomacal.

Se observo, que el area daflada causada por la Indometacina era pequefia en
relacion con el area total del estbmago, que al compararlo con el dafio que genera
el etanol absoluto (Fig. 27), caus6 un dafio inmediato necrosis en la mayoria del
tejido estomacal por efecto del estrés oxidativo que genera. Sin embargo, el dafio
provocado por los AINES es lento, debido a que, primero se inhibe la actividad de
las enzimas encargadas de la secrecion de mucosa gastrica, y después provoca
que los acidos gastricos causen dafios en la pared estomacal, ocasionando la
aparicion de pequefias ulceras y perforaciones en forma de puntos rojos en la

region estomacal.
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Estomago con Etanol Estomago con Indometacina

Figura 27.-Estomago tratado con Etanol (A) y Estomago tratado con

Indometacina (B).

La proteccion que genero el extracto acuoso (activo) a concentracion de 30 mg/kg
fue de 75.40% siendo més representativa que la DEso (53.5 mg/kg), ya que en
esta se observd solo una proteccion de 58.23%la cual es 1.3 veces menos
efectiva que la dosis de 30 mg/kg (Tabla 18). La proteccion es notoria en ambos
casos ya que la region estomacal presentd dafio menos severo en relaciéon al
etanol (IU indomet=0.09) después de ser expuesta a la Indometacina por un periodo
de 24 h. La proteccion que se observo por el extracto activo, fue muy evidente
(75.4% de proteccion) (Fig. 28).

Tabla 18.- Resultados de ulceras con Indometacina.

Tratamiento Dosis (mg/kQg) Indice de % Proteccion
ulceraciéon (IU)
Indometacina 20 mg/kg 0.0915 + 0.03150
Ex. Ac 30 mglkg 0.0691 + 0.0105™**b 75.40
Ex. Ac DE50 53.5 mg/kg 0.0533 + 0.0095**** 58.23

Los valores son la media * el error estdndar (n=5). ANOVA con una post prueba
de Dunnett *** Estadisticamente significativo a p< 0.001, en comparacién con el
control negativo (Indometacina) Donde Ex. Ac. = Extracto Acuoso, Ex. Ac. DES0 =
Extracto Acuoso Dosis Efectiva 50.
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Figura 28.-Estomago con Indometacina (A) y Estomago tratado con extracto

activo (B).

Finalmente, es importante mencionar que ambos métodos son eficientes
indicadores del dafio ulceroso. Sin embargo, por el tiempo de exposicion al agente
ulcerante el método con etanol absoluto, suele ser una prueba tamiz rapida
mostrando un panorama general de la proyeccion de los extractos como agentes
protectores de Ulceras gastricas. Ademas, existen otros métodos como induccién
de ulceras por estrés (estrés por frio e inmovilizacion) e induccion de ulceras por
acido clorhidrico mas Indometacina, que son igualmente validos. Sin embargo, en
ese mismo sentido son mas tarados que el del etanol absoluto, pero se vuelven
necesarios de realizar cuando se necesita validar el efecto anti-ulcerante de los
extractos activos evaluados con la prueba tamiz de indiccion de Ulceras con etanol

absoluto.
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10.-CONCLUSIONES

Todos los extractos de Sambucus nigra (Saluco) mostraron efecto en la inhibicion
de las lesiones géstricas inducidas con etanol, en donde, el extracto acuoso fue el
mas activo a dosis de 80 mg/kg, y que en comparacion con la famotidina (farmaco

de referencia) mostrd 1.76 veces mejor proteccion ante las ulceras.

El extracto acuoso (activo) fue dosis-dependiente con una dosis efectiva 50
(DE50) de 53.5 mg/kg. Sin embargo, este extracto presento toxicidad.

Al combinar el extracto acuoso a dosis no efectivas con un donador de Oxido
Nitrico, se potencializé el efecto del extracto activo, lo que sugiere que dicha
actividad puede estar mediada por los niveles de ON.

Durante la evaluacion de la dosis respuesta del extracto acuoso en el modelo de
raton, se presentd una toxicidad a concentracion de 40 mg/kg o mayores,
posiblemente por la presencia de nigrina una proteina toxica para roedores
encontrada en la especie Sambucus nigra. A dosis 30 mg/kg o menores

concentraciones no presentaron efecto téxico.

EL extracto acuso presentd hasta el 75.40% de inhibiciobn de ulceras gastricas
inducidas con Indometacina (AINE’s) a dosis de 30 mg/kg. Posiblemente debido a,
qgque los metabolitos que incluye se caracterizan por presentar actividad
antioxidante y antiinflamatoria, como es el caso de los glucésidos, flavonoides y

taninos.

Las placas de TLC realizadas del extracto activo, presentaron una coloracién en
donde se pudieron apreciar los metabolitos de interés, revelando bandas de
coloracion guinda y marrdon relacionadas con la presencia de glucésidos,

flavonoides y taninos a los que se le atribuye la actividad antiulcerante.
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13.- ANEXOS.

13.1.-Curva de calibracién para fendlicos.
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