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1. Resumen

La colitis ulcerativa (CU) pertenece a un grupo de enfermedades llamado Enfermedad
Inflamatoria Intestinal. No se conoce la causa especifica de la CU, sin embargo, se
sabe de muchos factores asociados al desarrollo de la misma, tal es el caso de la
predisposicion genética y las alteraciones inmunolégicas ante antigenos alimentarios
0 bacterianos. La CU es una enfermedad que cursa con inflamacion, Ulceras en
mucosa y submucosa del colon y recto, se caracteriza por dolor abdominal, sangrado
rectal o hemorragia de tubo digestivo bajo, moco en heces, y en algunos casos se

presenta tenesmo, diarrea, fiebre, anemia, fatiga y pérdida de peso.

En México se ha reportado un incremento en la incidencia y prevalencia, siendo
principalmente detectados en las grandes ciudades como son la Ciudad de México y

Monterrey, Nuevo Ledn.

Existen muchos tratamientos farmacolégicos para la CU, entre los mas empleados
existe una combinacion de medicamentos encaminados a disminuir la inflamacion, asi
como a aminorar los sintomas. Sin embargo, el paciente no siempre sigue el
tratamiento y las causas son diversas, entre las que se destaca el costo, los efectos
secundarios o las reacciones adversas de los medicamentos existentes, por lo que
siempre manifiesta molestias asociadas a la CU, recurriendo frecuentemente a

terapéuticas alternativas, como el uso de plantas medicinales.



En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud elaboré directrices para el empleo
de fitoterapia que incluyen protocolos de investigacion y elaboracion de fitofarmacos,
promoviendo el rescate de la medicina tradicional utilizada por la poblacion para tratar
sus enfermedades, un ejemplo de ello es el uso de ardndano rojo (Vaccinium
macrocarpon), el cual es utilizado por sus efectos antioxidantes y antibacteriales, pero

sobretodo es usado como antiinflamatorio.

En este trabajo se evaluo el efecto preventivo y antiinflamatorio del arandano rojo en
el desarrollo de la colitis ulcerativa experimental. Para ello se elabordé un extracto
acuoso de arandano rojo el cual se administré6 una dosis de 100 mg/kg/dia por via
intragastrica durante 34 dias a ratas Wistar sanas, posteriormente se indujo el modelo
de colitis ulcerativa administrando solucioén de acido acético al 5% intrarectal. Una vez
estandarizado el modelo, la dosis de anestesia y las técnicas a emplear, se formaron
tres grupos: control, indometacina y ardndano. Se tomaron muestras de sangre y
biopsias de tejido en las cuales se cuantificaron transaminasas hepéticas (alanina-
amino transferasa (ALT), aspartato-amino transferasa (AST)), se realizé un analisis
macroscopico de la seccion distal del colon y se cuantificaron los niveles de secrecion
y expresion del RNAm de IL6 y TNF-a respectivamente, como marcadores de

inflamacion.



En el analisis macroscépico se observa una disminucién en la lesion en la mucosa
intestinal. Se percibe una reduccién en las transaminasas hepaticas con tendencia a
la normalidad. Por otro lado, tanto la secrecién como la expresion de IL6 y TNF-q,

disminuyeron significativamente en las ratas tratadas con el extracto de arandano rojo.

El extracto de ardndano rojo puede ser considerado una fuente alimentaria importante,

con potencial farmacoldgico para el tratamiento de la CU.

Palabras clave:

Colitis ulcerativa, enfermedad inflamatoria intestinal, inflamacién, arandano rojo,

citocinas, antiinflamatorio.



2. Abstract

Ulcerative colitis (UC) belongs to a group of diseases called Inflammatory Bowel
Disease. The specific cause of UC is not known, however, many factors are known to
be associated with the development of UC, such as genetic predisposition and
immunological alterations to food or bacterial antigens. UC is a disease that occurs with
inflammation, ulcers in the mucosa and submucosa of the colon and rectum,
characterized by abdominal pain, rectal bleeding or hemorrhage of the lower digestive
tract, mucus in feces, and in some cases tenesmus, diarrhea, fever, anemia, fatigue,

and weight loss.

In Mexico, an increase in incidence and prevalence has been reported, mainly detected

in big cities such as Mexico City and Monterrey, Nuevo Ledn.

There are many pharmacological treatments for UC, among the most employed there
is a combination of drugs aimed at decreasing inflammation as well as reducing
symptoms. However, the patient does not always follow the treatment and the causes
are diverse, including the cost, side effects or adverse reactions of the existing drugs,
which is why he always manifests discomfort associated with CU, often using

therapeutic alternatives such as the use of medicinal plants.

In this regard, the World Health Organization developed guidelines for the use of
phytotherapy, including protocols for research and development of

phytopharmaceuticals, promoting the rescue of traditional medicine used by the



population to treat their diseases, an example of which is the use of cranberry
(Vaccinium macrocarpon), which is used for its antioxidant and antibacterial effects, but

above all it is used as an anti-inflammatory.

In this work the preventive and anti-inflammatory effect of cranberry was evaluated in
the development of experimental ulcerative colitis. For this purpose, an agueous extract
of cranberry was prepared and a dose of 100 mg/kg/day was administered
intragastrically for 34 days in healthy Wistar rats, after which the ulcerative colitis model
was induced by administering 5% intrarectal. Once the model, the dose of anesthesia
and the technigues to be used were standardized, three groups were formed: control,
indomethacin and cranberry. Blood samples and tissue biopsies were taken in which
liver transaminases (alanine-amino transferase (ALT), aspartate-amino transferase
(AST)) were quantified, a macroscopic analysis of the distal section of the colon was
performed and levels were quantified of secretion and expression of mMRNA of IL6 and

TNF-a respectively, as markers of inflammation.

In the macroscopic analysis, a decrease in the lesion is observed in the intestinal
mucosa. A reduction in hepatic transaminases with a tendency to normality is
perceived. On the other hand, both secretion and expression of IL6 and TNF-a were

significantly decreased in rats treated with cranberry extract.

Cranberry extract can be considered an important food source, with pharmacological

potential for the treatment of UC.



Keywords:

Ulcerative colitis, inflammatory bowel disease, inflammation, cranberry, cytokines, anti-

inflammatory.



PRINCIPALES ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

CU: Caolitis ulcerativa

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

EC: Enfermedad de Crohn

HLA: Antigenos leucocitarios humanos

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

IL: Interleucina

IG: Inmunoglobulina

Th: Linfocito T helper

AST (GOT): Aspartato-amino transferasa (transaminasa glutamico oxalacética)

ALT (GPT): Alanina-amino transferasa (transaminasa glutamico piravica)

Transmural: Involucra el espesor de la pared.



3. Introduccién

3.1 Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)

Bajo la denominacion de EIll se agrupan una serie de trastornos inflamatorios del
intestino, unos de etiologia conocida (infecciosa, fisica, quimica o por sensibilidad
inmunoldgica especifica) y otros en los que no se establece un factor responsable claro

(Pefia, 2006).

Los trastornos de etiologia desconocida o idiopatica abarcan un espectro patol6gico
muy amplio, en los que la colitis ulcerativa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC) son
los mas comunes (Yamamoto, 2015), por su parte, aproximadamente en el 10% de los
casos no es posible realizar un diagndstico definitivo entre CU y EC y se habla de

colitis inespecifica o indeterminada (Prenzel y Uhlig, 2009).

La CU y la EC presentan rasgos clinico patolégicos que se superponen y difieren de
forma significativa en su curso clinico, su pronéstico, su respuesta al tratamiento
farmacoldgico, a la necesidad de tratamiento quirdrgico y a la tasa de recurrencia
posquirdrgica. Ambas se caracterizan por un espectro epidemioldgico y tratamiento
similar, asi como por la aparicién de inflamacién repetitiva del intestino delgado y/o
grueso que pueden producir diferentes manifestaciones clinicas, sobre todo en sus

formas tipicas, asi como la aparicién de complicaciones (OMGE, 2009).

La patogenia de la Ell no se comprende completamente, tiene factores genéticos y

ambientales como la modificacion de las bacterias luminales y el aumento de la



permeabilidad intestinal, que juegan un importante papel en la mala regulacion de la

inmunidad intestinal, lo que lleva a lesién gastrointestinal (OMGE, 2009).

La EC es una enfermedad inflamatoria crénica granulomatosa y transmural (afecta a
todas las capas del intestino), con la consiguiente aparicion de fisuras, fistulas o
abscesos, que puede afectar a cualquier punto del tracto digestivo, desde la boca
hasta el ano, de forma focal, segmentaria, asimétrica, aunque preferentemente se
asienta en el ileon y en el colon, pero su distribucidén suele ser discontinua (puede ser
simultdnea en varios segmentos del aparato gastrointestinal), siendo normal la pared
del tubo digestivo entre las zonas mas afectadas. En ocasiones estas caracteristicas
se solapan, o la naturaleza inflamatoria no puede establecerse con certeza, con
caracteristicas histologicas no definitivas de CU y EC, hablandose entonces de colitis

indeterminada (Oliva-Hemker y Fiocchi, 2002).

En un sentido estricto también se incluyen en la Ell otras tres entidades que crean
problemas de diagnéstico diferencial, tanto con la CU como con la colitis
granulomatosa, como son la colitis colagena, la colitis microscépica (linfocitaria) y la

colitis transitoria o autolimitada (Pefia, 2006).

En la CU, la inflamacién difusa de la mucosa afecta exclusivamente al colon y recto de
forma continua o simétrica, se extiende desde el recto proximalmente a otros

segmentos del colon, sin afectar otros tramos del tubo digestivo (Pefa, 2006).



3.2 Concepto de Colitis Ulcerativa

Es una enfermedad recurrente inflamatoria aguda, subaguda o crbénica no
granulomatosa de la mucosa del colon y del recto, de etiologia y patogenia
desconocidas, de evolucién variable y prondstico impredecible, puede presentar
numerosas complicaciones locales y sistémicas, afecta preferentemente a personas
jovenes. Es esencialmente una enfermedad de la mucosa, la cual se afecta de forma

continua (Oliva-Hemker y Fiocchi, 2002).

3.3 Clasificacion

De acuerdo con la clasificacion de Montreal, adoptada en 2005, la CU se clasifica de
dos formas: en tres grandes grupos segun su extensién y de acuerdo a las crisis

activas (Gomollén, 2012).

El conocimiento de la extension es de gran importancia por las implicaciones

terapéuticas y pronosticas que conlleva.

1. Colitis extensa: También llamada colitis universal o pancolitis, se extiende mas

alla del angulo esplénico.

2. Colitis distal o izquierda: Su extension es distal al angulo esplénico.
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3. Proctitis: La extension de esta CU se circunscribe al recto o hasta la unioén

rectosigmoidea.

Por su parte el grado de actividad de la CU tiene implicaciones tanto terapéuticas como
prondsticas, de ahi su importancia en la practica clinica diaria. La mayoria de indices
elaborados para cuantificar el grado de actividad de la CU tienen en cuenta tanto
variables clinicas como analiticas y ninguno de ellos ha sido validado, siendo el mas
utilizado el indice de Truelove-Witts, mismo que ha sido adaptado a la clasificacion de
Montreal (cuadro 1). Este indice clasifica la intensidad de la actividad en remisién, si
no hay sintomas de colitis, leve, moderada o grave. La principal desventaja de este
indice es no tener en cuenta la extension de la CU, por lo que en algunos casos pierde

gran parte de su valor.

Existen otros indices que valoran la actividad segun los hallazgos endoscopicos o
histolégicos o incluso de forma combinada; sin embargo, no se ha logrado establecer
una buena correlaciéon de las variables clinicas, endoscoépicas e histologicas, por lo

gue suelen utilizarse solo en el contexto de ensayos clinicos (Gomollon, 2012).

11



Cuadro 1
Clasificacion de Montreal de acuerdo al grado de actividad de la CU

Variable Leve Moderado Grave
NUmero de deposiciones <4 5-6 >6
Sangre en heces + ++ +++
Hemoglobina (g/l) >10.5 >10.5 <10.5
Fiebre Ausente Ausente >375°C
Frecuencia cardiaca <90 <90 = 90
Velocidad de sedimentacion <30 <30 > 30
globular

Guia clinica GETECCU del tratamiento de la colitis ulcerativa elaborada con la metodologia GRADE.
Gomollon, 2012

Cabe destacar que, especialmente en las colitis extensas, la alteracién de parametros
bioquimicos que actian como reactantes de fase aguda o de proteinas como la
albumina o electrolitos como el potasio, suelen presentar una buena correlacion con la
gravedad de los brotes y, aunque no se incluyan en la mayoria de indices, deben
tenerse en cuenta en el momento de la evaluacién de los pacientes, también es de
suma importancia tener actualizados los principales resultados de laboratorio, como
son: biometria hemética, quimica sanguinea, pruebas de funcién hepatica y de funcién

renal, recordando que al ser una patologia con repercusién sistémica siempre sera

12



necesario tener en consideracion la mayor informacion posible de la salud del paciente

(Gomollén, 2012).

3.4 Epidemiologia de la CU

Afecta principalmente a adolescentes y adultos jovenes, con una incidencia entre la
segunda y cuarta década de la vida (Ford, 2013) y otros posteriores entre los 50 y 70
afos (Baumgart, 2007). La incidencia y prevalencia varia enormemente dependiendo
de la localizacion geogréfica y entre distintas razas o grupos étnicos. Se han descrito
incidencias de 5-18/100.000 habitantes para CU, con las tasas mas altas en los paises
escandinavos y Escocia, seguidos por Inglaterra y América del Norte, y después
Europa Central y del Sur. Entre grupos étnicos, los judios Ashkenazis tienen el riesgo
mas alto de desarrollar CU. Hasta hace poco tiempo, se consideraba rara en
afroamericanos, hispanos y asiaticos, sin embargo, la incidencia y prevalencia no se
han evaluado con exactitud en razas no caucasicas (Oliva-Hemker y Fiocchi, 2002;

Russel, 1996).

En México existen pocos estudios referentes a la colitis ulcerativa (Sandoval, 2008),
en ellos se evidencia un incremento en casos nuevos diagnosticados por afo,
observando 76 pacientes, comparados con 28 pacientes de la década anterior, y
prevalencia que pasO de 2.3/1000 a 3.6/1000 pacientes hospitalizados como lo

demuestran los estudios realizados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

13



Nutricién “Salvador Zubiran” (Yamamoto-Furusho, 2009) y los realizados en el Hospital
Universitario de la UANL (Sandoval, 2008), siendo ligeramente mas frecuente en

mujeres (Rodriguez-Leal, 2001).

En general, existe un mayor riesgo de desarrollar CU en zonas urbanas frente a
rurales, en clases socioecondmicas altas frente a bajas, y en paises desarrollados
frente a poco desarrollados. Se ha observado, ademas, que la incidencia en una
poblacion aumenta cuando esta emigra de un area geogréfica de bajo riesgo hacia
una zona de riesgo mas alto (Andus y Gross, 2000), ademas de presentarse una mayor
incidencia en el estilo de vida occidentalizado en el que parece estar vinculado al
abandono del tabaquismo, las dietas altas en grasas y azUcares, la utilizacion de
farmacos, el estrés, también se ha asociado con antecedentes de apendicectomia

(Danese, 2011).

Existen varios inconvenientes en el estudio epidemiologico de la CU: no se han
adoptado universalmente criterios diagnosticos firmes, éstos no se han aplicado de
forma similar en todos los estudios y la informacion usada para clasificar a los
pacientes no se puede obtener facilmente al estudiar poblaciones a gran escala.
Ademas, el intervalo de tiempo entre un evento inicial y el comienzo de los sintomas
clinicos o el tiempo de diagndstico puede ser prolongado, de manera que la asociacion
entre causa y efecto son particularmente dificiles. Una desventaja adicional es que la
mayoria de los estudios retrospectivos no tienen en cuenta los casos categorizados
como colitis indeterminada, aunque posiblemente se estén considerando en estudios

mas recientes (Oliva-Hemker y Fiocchi, 2002).
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3.5 Etiologia y patogenia de la CU

Se trata de una enfermedad compleja y poligénica, de etiologia multifactorial, cuya
fisiopatologia se caracteriza por una inflamacién que afecta en su inicio principalmente
el recto, pudiendo extenderse en forma continua y difusa hacia el colon. La CU cursa
con infiltrado linfocitario que se extiende de manera continua a través de la mucosa y
una pérdida total de la arquitectura normal de criptas con desarrollo de microabscesos

en el fondo de éstas, e infiltrado inflamatorio en la lamina propia (Sepulveda, 2008).

En los ultimos afios, se han producido importantes avances en la comprension de la
patogénesis de la CU. En primer lugar, el descubrimiento de nuevos genes de
susceptibilidad, que han permitido demostrar la importancia de la funcién de barrera
del epitelio del colon, asi como las alteraciones en los mecanismos tanto de la
inmunidad innata como de la adaptativa. En segundo lugar, la identificacion de factores
ambientales que implican a las bacterias comensales (o sus productos), como los
inductores de la desregulacién de la respuesta inmunoldgica. En tercer lugar, el estudio
de modelos murinos de CU, en los que la enfermedad se desarrolla sélo en presencia

de bacterias (Khor, 2011).

El principal papel del sistema inmune en la patogénesis de la CU ha recaido en el
sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA). Varios estudios han reportado la

existencia de una asociacion entre HLA-DR2 y CU (Sepulveda, 2008).
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Se ha reportado una asociacion importante entre los cromosomas 3, 7 y 12, con la
susceptibilidad para desarrollar CU. Estos datos han generado la hipétesis de que la
enfermedad tiene algunos genes que predisponen su desarrollo. Al parecer la suma
de genes en un individuo afectado, es lo que condiciona la edad de inicio de la
enfermedad, asi como la intensidad y el comportamiento clinico del padecimiento

(Sepulveda, 2008; Roda, 2011).

Asi mismo, en los ultimos afios se ha tratado de asociar las infecciones intestinales
con el desarrollo de CU, sin embargo, no se ha logrado identificar algin patégeno
especifico. A pesar de esto, en la actualidad se considera que el contenido intestinal o
las bacterias que en él habitan, influyen con el inicio de la enfermedad. Es factible que
exista un estado de tolerancia a las bacterias habituales del intestino y que, de alguna
manera, posiblemente por predisposicion genética, ese equilibrio se rompe, lo cual
genera que se desarrolle un proceso inflamatorio que se manifiesta como CU (Roda,

2011).

El sistema inmune participa en las reacciones inflamatorias caracteristicas de estos
padecimientos. Se ha identificado una respuesta humoral, principalmente a cargo de
Inmunoglobulina G (IgG). De hecho, las dos formas de Ell, pueden distinguirse al
identificar las subclases de IgG: existe un incremento de IgG1 en CU y un aumento de
IgG2 en EC. Las razones de estos hallazgos se desconocen, pero existen pistas que
orientan a bases genéticas como responsables del tipo de respuesta inmune que se

desarrollara (Danese, 2006).
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También se ha informado de una disminucion de IgA en pacientes con CU, lo cual
posiblemente tiene que ver con una disminucién de la respuesta inmune humoral a
nivel intestinal. Asimismo, se han encontrado anticuerpos contra leucocitos
polimorfonucleares y anticuerpos antineutroéfilos citoplasmicos perinucleares (pANCA),
los cuales aparecen con mayor frecuencia en pacientes con colitis ulcerativa en su

forma grave (Roda, 2011; Danese, 2006).

El como y el por qué estas células inmunes se depositan en la pared intestinal son
preguntas aun sin responder, pero que tienen que ver sin duda con la fisiopatologia de

esta enfermedad.

Por otro lado, se considera que, en la colitis ulcerativa, el fenotipo inflamatorio que se
desarrolla es el Th2. Las células Th2 producen IL4, IL5, IL6, IL10, e IL13 y promueven
la atopia a través de la activacién de mastocitos y la induccién de respuestas IgE. Las
células no inmunes del intestino (células epiteliales, mesenquimatosas, células
nerviosas y células endoteliales) participan en forma activa en el desarrollo y curso de
la CU. Las células epiteliales pueden expresar antigenos clase Il y funcionar como
células presentadoras de antigenos (APC), jugando un papel fundamental en el
proceso inflamatorio; presentan también receptores a citocinas IL2, IL15; secretan IL7,
la cual es un factor regulador de linfocitos. Por otra parte, el epitelio del colon tiene una
capacidad disminuida para inducir células T supresoras y alun mas, activan células T
cooperadoras CD4+, lo que produce una amplificacion de la respuesta inmune y de la

inflamacion (Roda, 2011).

17



La presencia de TNF-a es originada por las APC y los macrofagos, promoviendo la
inflamacion cronica a través de la produccion de IL1B e IL6, asi como la expresion de
moléculas de adhesion, proliferacion de fibroblastos, activacion de factores
procoagulantes, la citotoxicidad y la inhibicion de la apoptosis, ademas de activacion
de neutofilos y macrofagos, que estimulan a células B y aumenta la produccion de IFN-

y por las células T.

La IL4 y TGF-B son citocinas antiinflamatorias y su papel en la CU no se ha
determinado con claridad. La IL4 es una molécula de estimulacion para células Ty B
y se produce principalmente por linfocitos activados. Pero no se ha detectado IL4 en
los tejidos de la UC, pero IL13 e IFN-y se encuentra en altos niveles. Mientras que la
TGF-B es un regulador en el mantenimiento de las respuestas inmunes e inflamatorias,
pero se ha encontrado un aumento en la producciébn de TGF-B1 por células
mononucleares de la lamina propia haciendo que a pesar de TGF-$ actla como una
molécula antiinflamatoria en el sistema inmune sistémico, localmente tiene

propiedades proinflamatorias (Roda, 2011).

Se ha sugerido, que en las manifestaciones clinicas se da una participacién importante
de las citocinas que intervienen; por ejemplo, la IL1 al favorecer la secrecién de
aniones e induccion de prostaglandinas y ciclooxigenasa dan origen a la diarrea clasica

de este padecimiento (Roda, 2011; Fonceca-Camarillo, 2009).
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3.6 Clinica

La colitis ulcerativa puede manifestarse de forma gradual o aparecer bruscamente y
en ocasiones tan subitamente, que requiera cirugia precoz. Suele caracterizarse por
presentar periodos de actividad o crisis en los que se produce un aumento transitorio
de exacerbacion de los sintomas, seguidos de periodos de remision espontaneos o
inducidos por el tratamiento. En formas activas graves de CU, el colon puede sufrir
una dilatacion, lo que clinicamente se denomina como megacolon (WGO, 2015;

SEGHNP, 2010).

Los signos y sintomas que produce la CU son muy variables y dependientes de la
extension de la enfermedad y de la actividad inflamatoria de cada periodo concreto.
Por lo general, los sintomas mas frecuentes son los siguientes (WGO, 2015; SEGHNP,

2010):

Diarrea: Se entiende como un aumento de agua en las heces, causando un
aumento en el nimero de deposiciones y un cambio en su consistencia, con
deposiciones mas acuosas 0 sueltas. Es uno de los sintomas mas frecuentes
de la CU, aunque no es exclusivo de ella, pudiendo estar presente en otras
enfermedades intestinales o gastricas, lo que puede causar confusién en el
diagndstico de la CU. En la CU la diarrea puede estar causada por el propio
proceso inflamatorio de la mucosa intestinal, aunque también pueden estar
implicadas otras alteraciones relacionadas con la absorcion de agua o minerales

(WGO, 2015; SEGHNP, 2010).
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En los pacientes con CU, el nUmero de deposiciones es mayor y su volumen escaso,
debido a la que inflamacion del recto dificulta la evacuacion de las mismas. Cuando la
afectacion del recto es intensa (proctitis), puede producirse la liberacion de pequefias
cantidades de sangre fresca y moco (esputo rectal) de manera aislada o
conjuntamente con deposiciones liquidas y acompafiarse de sindrome rectal
caracterizado por sensacion de urgencia, incontinencia y de tenesmo. Cuando la
enfermedad es mas extensa (colitis izquierda y pancolitis), las deposiciones suelen
acompanfarse de sangre oscura, moco y/o pus y diarreas nocturnas (WGO, 2015;

SEGHNP, 2010).

Dolor abdominal: No suele ser uno de los sintomas caracteristicos de la CU,
aunque puede estar presente en algunos pacientes, dependiendo de la
extension y gravedad de la inflamacion o de la crisis. Principalmente lo
presentan aquellos pacientes con colitis ulcerativa extensa moderada y grave.
Se manifiesta en forma de coélicos y dolor abdominal intenso en la zona central,
inferior o izquierda del abdomen. El dolor abdominal puede estar causado por
las contracciones musculares del intestino asociadas a los movimientos
intestinales, las cuales ejercen una tension excesiva sobre la capa mucosa

inflamada, causando sensacion de dolor (WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Hemorragia rectal o rectorragia: Junto con la diarrea es otro de los sintomas
mas frecuentes de la CU. En la capa mucosa del colon, existen gran cantidad
de vasos sanguineos, por lo que la presencia de ulceras originadas por el propio

proceso inflamatorio de la mucosa intestinal, pueden causar la liberacion de
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sangre de forma aislada o durante las deposiciones. La coloracion de la sangre
puede variar en funcion del tipo de CU del paciente (WGO, 2015; SEGHNP,

2010).

En los pacientes con CU extensa, puede haber una cantidad de sangre variable
mezclada con las heces, en alguna o todas las deposiciones, o incluso aparecer de
forma aislada causando ocasionalmente alteraciones en la presion sanguinea
(alteraciones hemodinamicas). Si el brote es leve, la hemorragia rectal suele ser
escasa Yy soélo con algunas deposiciones; si el brote es moderado, la presencia de
hemorragia rectal en las deposiciones es mas frecuente; y si el brote es grave, la
cantidad de pérdida de sangre aumenta y tiene lugar durante todas las deposiciones,
incluso puede producirse de forma aislada en forma de hemorragia rectal o intestinal

(enterorragia) (WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Fiebre: La presencia de un proceso inflamatorio puede ser causa suficiente para
la presentacion de fiebre en cualquier circunstancia; por lo tanto, los pacientes
gue padezcan una crisis moderada o grave de la enfermedad pueden cursar
estados febriles durante la misma. La presencia de fiebre elevada debe tenerse
en cuenta, ya que puede ser indicativo de un proceso infeccioso ocasionado por

la enfermedad (abscesos, fistulas, etc.) (WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Anemia: Su presencia puede surgir a consecuencia de la pérdida de sangre
rectal o intestinal. Si esta pérdida es muy importante, puede causar una anemia

aguda que sera necesario tratar especificamente con suplementos
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farmacolégicos o0 requerir en circunstancias extremas, transfusiones

sanguineas (WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Fatiga: Algunos pacientes con CU pueden presentar sensacion de excesivo
cansancio o fatiga, condicionando su calidad de vida. Esta fatiga o sensacion
de excesivo cansancio puede relacionarse con factores diversos, algunos
relacionados con la propia enfermedad (anemia, brote de actividad, etc.), con
déficits nutricionales, con la alteracion del suefio o con factores psicolégicos
(miedo a la enfermedad, no aceptacion de la misma, estrés, etc.) (WGO, 2015;

SEGHNP, 2010).

Pérdida de peso: A pesar de no ser un sintoma muy frecuente en los pacientes
con CU, las alteraciones de la mucosa intestinal conducen a una reduccion en
la capacidad de absorcion de nutrientes, lo que se traduce en una pérdida de
peso en los pacientes. Esta pérdida de peso también puede ser causada por el
proceso inflamatorio; ya que cuando éste tiene lugar se produce una mayor
demanda y consumo de energia resultado de la degradacion de nutrientes
(catabolismo), lo que se traduce en un metabolismo acelerado y en una

consecuente pérdida de peso (WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Alteraciones psicoldgicas: La CU no esta asociada con ninguna enfermedad
mental conocida; aunque debido a su caracter cronico y a sus sintomas puede

producir alteraciones en el estado emocional del paciente, afectando
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directamente a su autoestima y causandole estrés psicosocial en el paciente

(WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Retraso en el crecimiento y maduracion sexual en edad pediatrica: La CU puede
iniciarse durante la edad pediatrica, periodo critico en el que tienen lugar
grandes cambios fisicos y una rapida velocidad de crecimiento, y causar en
escasas situaciones (solamente en un 3-10% de los pacientes pediatricos)
fracaso de crecimiento infantil, malnutricion, retraso de la maduracion sexual
(retraso puberal), alteraciones en el metabolismo 6seo y deficiencia vitaminica

(WGO, 2015; SEGHNP, 2010).

Otras manifestaciones extraintestinales: La CU es una enfermedad sistémica,
lo que implica que puede causar alteraciones o sintomas en otros 6rganos o
sistemas del cuerpo. Estas manifestaciones extraintestinales pueden ser el
resultado de la propia naturaleza inflamatoria de la CU, asociandose
temporalmente con una crisis de actividad de la enfermedad o apareciendo de
manera independiente al mismo, lo que implica un tratamiento diferente para su
desaparicion. Entre las mas comunes se encuentran las manifestaciones
dermatolodgicas, oculares, articulares, artritis, dolor lumbar, aftas bucales,

ulceras cutaneas y alteraciones hepaticas (Laroux, 2001).
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3.7 Tratamiento

De acuerdo con las Guias Mundiales de la Organizacién Mundial de Gastroenterologia
(OMG) para el manejo de la enfermedad inflamatoria intestinal, entre ellas la CU,
publicadas en junio de 2009, el tratamiento debe tener en cuenta el estado general de
la enfermedad, la extension de la enfermedad, el curso de la enfermedad durante el
tratamiento y seguimiento y las preferencias del paciente, ademas de estar divididos
en diferentes momentos del tratamiento, induccién a la remision, mantenimiento de la
remision y tratamiento quirdrgico, siendo este ultimo la opcién cuando los demas

tratamientos fallan (WGO, 2015).

3.7.1 Tratamiento farmacoldgico

La induccién de la remision de la CU se lleva a cabo con la administracion de
inhibidores de leucotrienos (sulfasalazina, mesalamina y 5-aminosalicilatos) como
primera linea, en caso de no obtener buenos resultados se combinan con corticoides
(hidrocortisona, budesonida, beclometasona o prednisona), en casos resistentes o de
mayor extension se adicionan agentes inmunosupresores (azatioprina 0 6-
mercaptopurina), en casos de poca respuesta al tratamiento, casos refractarios o de

que se requiera el uso sostenido de corticoides se emplea la combinacion del
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anticuerpo monoclonal anti-TNF y azatioprima (Martinez-Montiel, 2015; Sales-

Campos, 2015; Nielsen, 2014).

Una vez alcanzada la remision, la meta es mantener al paciente libre de sintomas, que
puede ser con varios medicamentos, excepto los glucocorticoides. Cuando el paciente
es dependiente de los corticoides pueden emplearse tiopurinas pero pueden pasar
varios meses antes de alcanzar su maxima eficacia (Martinez-Montiel, 2015; Sales-

Campos, 2015).

En caso de tratamientos prolongados con glucocorticoides se debe vigilar la funcién
suprarrenal y posibles alteraciones en el eje hipotalamico pituitario adrenocortical. En
mas del 10% de los pacientes se identificaron efectos adversos de la azatioprina, como
pancreatitis aguda y supresion de la médula 6sea (Zenlea, 2014; Béhm, 2014). Las
tiopurinas, se acompafan de un mayor riesgo de trastornos linfoproliferativos (<1
caso/1.000 pacientes afio). El empleo de glucocorticoides, tiopurinas y de anticuerpos
monoclonales anti-TNF-a tiene un efecto inmunosupresor, lo que convierte al paciente
en un blanco facil de infecciones oportunistas entre la que destaca la tuberculosis. Al
iniciar esquemas de antibidticos es importante revisar las interacciones
medicamentosas con los glucocorticoides, 5-aminosalicilatos, anticuerpos
monoclonales anti-TNF-a y en general con todos los farmacos utilizados para tratar al

paciente con CU (Zenlea, 2014; B6hm, 2014).
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3.7.2 Tratamiento quirurgico

Entre los pacientes con CU la cirugia puede ser curativa, las tasas de cirugia van desde
<5% a >20%. Las indicaciones de cirugia y las opciones quirargicas son multiples,
incluyendo la falta y la falla de tratamiento médico, sin embargo, pueden tener
complicaciones como obstruccion del intestino delgado, fistulas, dolor persistente,
disfuncion vesical y sexual e infertilidad. Este enfoque se asocia con una tasa de
morbilidad de 19-27% y una tasa de mortalidad extremadamente baja 0.2-0.4%, con
una buena calidad de vida postoperatorio. Es de tenerse en cuenta que cualquier
mucosa residual del colon puede convertirse en cancerosa, lo que requiere la vigilancia

endoscépica a largo plazo (Danese, 2011; WGO, 2015).

3.7.3 Tratamiento nutricional

Una vez que la enfermedad se ha desarrollado, sus sintomas pueden disminuir si se
presta atencion a la dieta, reponiendo nutrientes perdidos y promoviéndose la
curacién. No hay una sola dieta o plan alimenticio que sea beneficioso para todos los
gue sufren de colitis ulcerativa. Las recomendaciones dietéticas deben ser formuladas
de forma individual para cada paciente dependiendo de la parte de su intestino

afectada, sus sintomas y los cambios experimentados en el paciente con el paso del
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tiempo, particularmente durante una crisis es conveniente modificar la dieta,

incluyendo, (DSM, 2009; WGO, 2015):

1. Dieta baja en sodio: Se usa durante terapia con corticosteroides para reducir la

retencion de agua.

2. Dieta baja en fibra: Evitar la estimulacion del movimiento intestinal en la colitis

ulcerativa.

3. Dieta baja en grasas: Recomendada durante un brote cuando la absorcion de

grasas pudiera convertirse en un problema.

4. Dieta libre de lactosa: Pacientes con intolerancia a los productos lacteos.

5. Dieta alta en calorias: En caso de pérdida de peso o retraso en el crecimiento.

Algunos pacientes pueden tener deficiencias de ciertas vitaminas y minerales
(incluyendo la vitamina B-12, acido folico, vitamina C, hierro, calcio, zinc, y magnesio)
o dificultad en ingerir suficientes alimentos para satisfacer las necesidades caldricas,
los que hace necesario reconocer, detectar y corregir oportunamente estas

deficiencias con suplementos vitaminicos y nutricionales (DSM, 2009; WGO, 2015).

Es conveniente recomendar al paciente realizar un diario de los alimentos que
consume lo que permite ver la conexion entre lo que come y los sintomas que surgen

y con ello tratar de evitarlos. Aun cuando algunos alimentos especificos no empeoran
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la inflamacion subyacente de la colitis ulcerativa, ciertos alimentos tienden a empeorar

los sintomas. También es recomendable sugerir, (DSM, 2009; WGO, 2015):

a. Reducir la cantidad de comida grasa o alimentos fritos, los cuales causan

diarrea y gas.

b. Comer porciones pequefias a intervalos frecuentes.

c. Limitar el consumo de leche o productos lacteos si tiene intolerancia a la lactosa.

d. Evitar bebidas gaseosas si tiene problemas excesivos de gas.

e. Limitar la cafeina cuando se tiene diarrea fuerte, ya que la cafeina actia como

laxante.

f. Los alimentos blandos se toleran mejor que los alimentos picantes o

condimentados.

g. Limitar el consumo de alimentos que contengan mucha fibra tales como las
nueces, las semillas, el maiz y las palomitas de maiz, debido a que estos
alimentos no son digeridos completamente por el intestino delgado, pueden
causarle diarrea. Es por eso que a menudo se sugiriere una dieta baja en fibra

y compuestos con bajo contenido de fibra.
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La buena nutricion es esencial en cualquier enfermedad cronica, pero especialmente
en la colitis ulcerativa ya que el dolor estomacal y la fiebre pueden causar pérdida de
apetito y peso, por su parte la diarrea y el sangrado rectal representan pérdida de
fluidos, minerales y electrolitos, los cuales deben mantenerse lo mas balanceados para

alcanzar la mejoria (DSM, 2009; WGO, 2015).

La mayoria de los médicos recomienda una dieta balanceada para evitar la deficiencia
nutricional. Una dieta saludable debe contener una variedad de alimentos de todos los
grupos alimenticios. La carne, el pescado, el pollo y los productos lacteos (si los tolera)
son fuente de proteina; pan, cereal, almidones, frutas, y vegetales son fuente de
carbohidratos; la margarina y los aceites son fuente de grasas (DSM, 2009; WGO,

2015).

3.7.4 Tratamiento alternativo o fitoterapéutico

En afos recientes la Organizacion Mundial de la Salud ha fomentado y promovido el
empleo de los tratamientos alternativos (terapias naturales, la medicina tradicional y la
herbolaria), es aqui en donde la fitoterapia cobra una gran importancia, pero también
es importante que estas terapéuticas estén reguladas y que en efecto cumplan con su
objetivo sin causar mas dafio, con pocos efectos indeseables o que estos sean

minimos, ademas de que estén al alcance del paciente de forma econdmica y préctica,
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el presente trabajo tiene como finalidad determinar el efecto preventivo del arandano

rojo en un modelo de colitis ulcerativa inducido en ratas Wistar.

3.8 Antecedentes

Se sabe que los arandanos son ricos en antioxidantes y vitaminas, ademas se ha
demostrado que la fibra de arandanos es importante y puede aliviar y proteger contra

las inflamaciones intestinales (Piberger, 2011; Skrovankova, 2015).

Los arandanos son ricos en polifenoles entre los que destacan los flavonoides
principalmente antocianinas y proantocianidinas, que tienen efecto antitumorigénico,
anticancerigeno, antiinflamatorio, antimicrobiano y antioxidante (Ballester, 2006;

Mercado, 2013).

Las antocianinas son un grupo de flavonoides que se encuentran en el tejido de la
planta que son responsables de la pigmentacién roja, azul o violeta de frutas y flores.
Estas sustancias solubles en agua se pueden encontrar en altas concentraciones en
los arandanos y se ha asociado con varios efectos beneficiosos sobre la salud
humana. Los datos resultantes de experimentos demuestran que la ingesta de
arandanos puede estar directamente relacionada con una disminucién en la intensidad
de la inflamacion en su forma aguda y cronica al reducir las citocinas proinflamatorias

como son TNF-a, IL1B, IL6, IL2, IL10 y Oxido nitrico, esto a través de su accion
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inhibidora sobre el factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-KB), activador de

muchas citocinas proinflamatorias.

Por otro lado, también ejerce su accion antiinflamatoria al inhibir las actividades
enzimaticas del metabolismo del &cido araquidonico por la via de la 5-lipooxigenasa y
del leucotrieno B, asi como por su actividad antiproteolitica al inhibir algunas proteasas
de la matriz (Martinez-Flores, 2002), al tiempo que aumenta el contenido de acido
butirico y acido propiénico en la sangre, dos sustancias que se forman cuando las
fiboras del arandano se rompen y que han sido previamente conocidas por ser
importantes fuentes de energia para las células intestinales (Piberger, 2011; Ballester,

2006; Mercado, 2013).

En los dltimos afios también han demostrado su impacto favorable de la defensa
inmune (Piberger, 2011). De hecho, se ha demostrado que los flavonoides
pertenecientes a plantas medicinales de Tafi del Valle, Tucuman (Argentina), tienen

actividad antimicrobiana (Martinez-Flores, 2002).

Los flavonoides tienen potentes propiedades protectoras celulares, principalmente los
protoantocianidicos, presentes en el arandano rojo, pueden ser absorbidos por las
membranas celulares y protegerlas de la accion de los radicales libres. Tienen la
ventaja de ser liposolubles e hidrosolubles: es decir, se disuelven en lipidos o en agua.
Por eso, en contraste con otros antioxidantes que no poseen esa doble cualidad, son
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y pueden proteger a las células

cerebrales, que son muy sensibles a las lesiones producidas por los radicales libres.
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Ademas, combaten las alergias y aumentan la efectividad de las células natural killer
del sistema inmunolégico (Piberger, 2011; Skrovankova, 2015; Ballester, 2006;

Mercado, 2013; Martinez-Flores, 2002).
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4. Justificacion

La colitis ulcerativa (CU) es una enfermedad que cursa con inflamacién y ulceras en la
mucosa Yy submucosa del colon y recto. En México se ha reportado un incremento en
su incidencia y prevalencia, siendo principalmente detectados en grandes ciudades
como son la Ciudad de Meéxico y Monterrey, Nuevo Leon. Estos cambios
epidemioldgicos suceden cuando una sociedad se encuentra en vias de desarrollo
econdmico, caracterizado por la movilidad de la poblacion del ambiente rural al medio

urbano y al aumento de productos industrializados.

Actualmente se cuenta con guias de la OMG para el tratamiento de este padecimiento,
el cual esta basado en la administracién de farmacos formulados para disminuir la
inflamacion de la mucosa del colon y que en el mejor de los casos deben ser
administrados por largos periodos de tiempo, en otros casos se tomaran
indefinidamente y en casos graves o dificiles sera necesaria la cirugia, lo que
representa para el paciente y para el sistema de salud publica enfrentar costos

elevados en medicamentos, riesgo de efectos secundarios y de reacciones adversas.
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La Organizacion Mundial de la Salud ha fomentado y promovido el empleo de
tratamientos alternativos, para lo cual elaboro directrices para el empleo de fitoterapia
gue incluyen protocolos de investigacion y elaboracion de fitofarmacos. Una alternativa
fitoterapéutica, que puede estar incluida en su alimentacién, es el arandano rojo
grande el cudl modifica favorablemente factores proinflamatorios presentes en la CU,
ademas el paciente se beneficia de los efectos antioxidantes y antibacteriales que

posee el ardndano rojo.
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5. Pregunta de investigacion

¢La administracion subcrénica del extracto acuoso de arandano rojo (Vaccinium
macrocarpon) tendra un efecto preventivo en la inflamaciéon en un modelo experimental

de colitis ulcerativa?
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6. Hipotesis

La administraciéon subcronica del extracto acuoso de arandano rojo (Vaccinium

macrocarpon) previene el proceso inflamatorio en un modelo experimental de CU.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo General

Determinar el efecto protector del extracto acuoso de arandano rojo sobre la mucosa
del colén en un modelo animal de enfermedad inflamatoria intestinal del tipo colitis

ulcerativa.

7.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del extracto acuoso de arandano sobre paradmetros
bioquimicos en un modelo de colitis ulcerativa.

e Determinar el efecto del extracto acuoso de arandano sobre la arquitectura
macroscopica del endotelio de col6n en un modelo de colitis ulcerativa.

e Evaluar el efecto del extracto acuoso de ardndano sobre la secrecion y
expresion de citocinas proinflamatorias (IL6 y TNF-a) después de la induccién

de la colitis ulcerativa.
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8. Materiales y métodos

8.1 Desarrollo experimental
8.1.1 Tipo y disefio de investigacion

Investigacion experimental aleatorizado, controlado, cuantitativa y cualitativa de corte

transversal con disefio cruzado de casos y controles.
8.1.2 Unidad de estudio.

Laboratorio de Farmacologia del Departamento de Ciencias de la Salud, Division de
Ciencias Biolégicas y de la Salud y Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Iztapalapa.
8.1.3 Poblacion estudiada

e 30 Ratas Wistar de 16 semanas de edad, obtenidos del Bioterio de la UAM-
Iztapalapa y mantenidos bajo condiciones controladas de luz/obscuridad con

base en la Norma Oficial Mexicana-062-Z00-1999.

8.2 Variables

8.2.1 Variable independiente

e Tiempo y via de administracion del extracto acuoso de arandano rojo

grande.
e Tiempo de la induccion de la colitis.
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e Dosis del extracto acuoso del arandano rojo grande.

e Dosis del AINES

e Tiempo y duracion de la sedacion.

8.2.2 Variables dependientes

e Cambios macroscépicos del tejido del coldn.

e Cambios en los marcadores bioquimicos proinflamatorios.

8.3 Criterios de Inclusién y Exclusion

8.3.1 Inclusién

e Ratas Wistar de 16 semanas de edad con un peso de 290 a 360 gramos.

8.3.2 Exclusiéon

e Muerte del ejemplar

e Ejemplar enfermo
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8.4 Extracto acuoso

Se compraron arandanos rojos comerciales (1200 g), se lavaron con agua bidestilada
y cortaron en rodajas finas, se colocaron las rodajas en charolas para su
deshidratacion en campana de flujo laminar por 10 dias. La muestra seca se trituré

hasta obtener un polvo fino.

El polvo (127 g) se coloct en un matraz Erlenmeyer de 2000 ml y se agregaron 1500
ml de agua bidestilada, se tap6 con gasa simple para transpiracién y se dejé en
campana de flujo laminar por 72 horas para su maceracion, se filtré el extracto
colocandolo en refractarios de vidrio y se colocaron en campana de flujo laminar hasta
que se seco6 completamente. Se colecto el extracto seco del fondo de los refractarios

y se coloco en frasco de vidrio color ambar.

8.5 Estandarizacion

Para obtener la dosis estandar de sedacion con fenobarbital, se usaron dosis de 35-
45 mg/kg de peso del promedio de las ratas Wistar, obteniendo una dosis estandar de
0.80 ml de fenobarbital en dilucién 1:10 con agua bidestilada, que administrandose via
subcutanea se obtienen 15 minutos de sedacion del ejemplar para puncion

intracardiaca e induccion del modelo de CU.
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El modelo experimental de CU se obtuvo mediante la administracion de 1 ml de acido
acético al 5% intrarectal con catéter blando de 4 cm x 23G, después de 30 segundos
de exposicidn, se retira el liquido y se enjuaga el colon con 1.5 ml de solucién salina 'y
fosfato, como bufer y dilucion del acido acético restante en el colon (Elson, 1995;

Almero,2007).

Los animales empleados para estos procedimientos se sacrificaron a las 24 horas con
COz2, procediendo a realizar diseccion para verificar la implantacion y duracion del

modelo de CU.

8.6 Grupos experimentales

Se recibieron 30 ratas Wistar al bioterio de la universidad y se separaron
aleatoriamente en tres grupos: control (agua purificada), control positivo

(indometacina) y experimental (extracto acuoso de arandano).

Todos los ejemplares fueron manipulados por un periodo de 10 dias, para lograr una
habituacién antes de iniciar la fase experimental. Esta manipulacion consistié en
cambio y limpieza de habitat, con libre acceso al agua y alimento y ciclo de

luz/obscuridad de 12 por 12 horas.
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8.7 Obtencidn de muestras iniciales o basales

Se tomaron muestras de sangre con técnica de extraccion por goteo de la vena caudal,
recolectandose en tubos eppendorf de 1.5 ml. Obtenidas las muestras se centrifugaron
a 2500 rpm por 15 minutos a 4° C. Se separ6 el suero con pipeta automatica con punta

de 500 pl y se congel6 a -70° C para su posterior analisis.

8.8 Tratamiento subagudo de los grupos control, indometacina y arandano

a) Al grupo control se le administraron 2 ml de agua purificada en una toma.

b) Los controles positivos recibieron indometacina en tabletas pulverizadas diluidas en

2 ml de agua destilada a dosis de 3 mg/kg/dia en una toma.

c) Al grupo experimental se le administré extracto acuoso de arandano rojo diluido en

2 ml de agua destilada a dosis de 100 mg/kg/dia en una toma.

La administracion de todos los tratamientos fue por 34 dias.
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8.9 Induccidén del modelo experimental de colitis ulcerativa

Los dias 30, 32 y 34, bajo sedacion ligera con 0.80 ml via subcutanea de fenobarbital
en dilucién 1:10, se administré a todos los grupos 1 ml de acido acético al 5% via
intrarectal, después de 30 segundos de exposicion, se retira el liquido y se enjuaga el
colon con 1.5 ml de solucion salina y fosfato, como bufer y dilucién del acido acético

restante en el colon (Elson, 1995; Almero,2007).

8.10 Obtencién de muestras finales.

A las 24 horas de la induccion del modelo experimental (dia 35), previa sedacion, a
todos los grupos se les realizd extraccion de sangre mediante puncion cardiaca con la
finalidad de obtener un volumen de 5 ml de sangre. La muestra fue recolectada en
tubos de centrifuga de 10 ml de capacidad, sin anticoagulante, protegiéndolos de la
luz. Posteriormente se centrifugd a 2500 rpm a temperatura de 4° C durante 15
minutos, el suero se separa en tubos eppendorf de 200 pl para realizar las
determinaciones de AST y ALT y en tubos eppendorf de 1.5 ml para determinacion de

TNF-a e IL6, se congel6 la muestra a -70° C.
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Las ratas se sacrificaron en una camara de CO:z y se sometieron a diseccion,
obteniendo muestras del colon descendente en su porciéon distal de 2.5 a 6 cm del

recto.

En la muestra obtenida de colon se observé macroscépicamente el dafio existente en
el colon. Otra muestra de colon se coloc6é en RNAlater para determinar los niveles de

expresion de citocinas (IL6 y TNF-a).

8.11 Cuantificacion de AST y ALT.

Se descongelé la muestra de suero, con el aplicador del Reflotron se recolecto el suero
en un tubo capilar, sosteniendo el aplicador Reflotron con el tubo capilar sobre la tira
reactiva y se presiono el boton en la parte superior del aplicador para asegurar el paso
de aire por el tubo capilar obligando asi a que el suero gotee en la tira reactiva.
Quedando la tira cubierta de suero (32 pul), se cerré el analizador para medir la

concentracion de AST, ALT cada uno con su tira reactiva especifica.

8.12 Determinacion de concentracion de IL6 y TNF-a mediante técnica de

ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Se utilizaron kit de ELISA para determinacion de IL6 en suero de rata, marca Novex

life technologies por Thermo Fisher Scientific, con sensibilidad de <5 pg/mL vy kit de
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ELISA para determinacion de TNF-a en suero de rata, marca Invitrogen por Thermo

Fisher Scientific, con sensibilidad de <4 pg/mL.

Se realizaron las diluciones de las muestras y los estandares en los tubos de
polipropileno, se agregaron 100 yL de muestra (suero de las ratas) con el diluyente
indicado, en cada pozo. Se mezclaron suavemente en la placa durante un minuto y
cubrieron con una tira adhesiva para posteriormente incubarse por dos horas a
temperatura ambiente. Se aspir6 y lavé la placa. Se agregaron 100 pL del anticuerpo
diluido a cada pozo, se cubrieron con una nueva tira adhesiva para incubar
nuevamente por dos horas mas a temperatura ambiente en el empaque que traen los
kits. Se aspird y lavo la placa. Se agregaron 100 pL de Streptavidin-HRP a cada pozo.
Se cubri6 la placa e incubé por 20 minutos a temperatura ambiente en el empaque que
traen los kits. Se aspiré y lavo la placa. Se agregaron 100 pL de solucion de substrato
a cada pozo, dejando incubar por 30 minutos a temperatura ambiente en el empaque
que traen los kits. Se agregaron 50 uL de solucién de paro a cada pozo (para detener
la reaccion y realizar una buena medicién). Se mezcl6 suavemente para asegurar la
homogenizacion. Se determiné la absorbancia de cada pozo con el espectrofotémetro
a 570 nanometros. Se realizd la curva estandar para el calculo de reacciones para

calcular las concentraciones de IL6, TNF-a sobre la base de estandares.
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8.13 Extraccion de RNA total.

Para la extraccion del RNA total se utilizd la metodologia descrita por QIAGEN.
Después de los tratamientos indicados en el disefio experimental, se obtuvieron 200
mg de colon descendente de todos los ejemplares; el tejido intestinal se cubrio
inmediatamente con RNAlater se mantuvo durante 24 horas a temperatura ambiente

y posteriormente se almacend a -70 °C.

a) Homogeneizacion: Se agregd 1 ml de trizol en cada una de las muestras de colon y
se homogeneizo el tejido 30-40 segundos. La muestra se mantuvo a temperatura
ambiente (20-26 °C) por 5 minutos. Este paso promueve la disociaciéon de los
complejos de las nucleoproteinas. Para separar se agregaron 200 ul de cloroformo por
ml de trizol agitando vigorosamente. Se incubo a temperatura ambiente (20-26 °C), por
5 minutos. Centrifugandose a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se extrajo la fase

acuosa y se colocé en un tubo limpio.

b) Precipitacion: Se agregaron 500 pul de isopropanol por ml de trizol (agitando por
inversién). Se incubd en hielo 30 minutos. Se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos

a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante cuidando no resuspender el botén.

c) Lavado: Se retir6 el sobrenadante, se agregé 1 ml de alcohol al 70% por cada ml de
trizol, se agit6 utilizando el vortex hasta suspender el boton, se centrifugd a 7500 rpm

por 5 minutos a 4 °C.
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d) Redisolucion: Se elimin6 todo el etanol posible procurando dejar solo el pellet,
dejando evaporar el etanol restante por 10-15 minutos, se agregaron 45 pL de agua.
Incubando a temperatura ambiente por 10 minutos. Se colocaron 999 uL de agua en
un tubo eppendorf de 1.5 ml. El nanodrop se limpié con 1.5 pyL de agua, se seco, se
abrio el software y se calibrd. Se colocé 1.5 uL de RNA. Se leydé a 260 y 280 nm,

obteniendo la concentracion. Se dividié el RNA en alicuotas y se guardaron a -70 °C.

8.14 Cuantificacion de la expresién de citocinas por RT-PCR

Para la trascripcion reversa y la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
primero se preparé el DNA complementario (CDNA) a partir de RNA. Los productos de
PCR se analizaron por medio de la tecnologia SYBER Green (Roche Molecular

Biochemicals Mannheim Germany).

El equipo que se utiliz6 fue un LightCycler 2.0, que mide continuamente la
amplificacion de productos de PCR en cada ciclo (preincubaciéon 90°/10 minutos, PCR
90°/00 segundos; 61°/07 segundos; 72°/10 segundos, melting 90°/00 segundos; 65°/15
segundos; 90°/00 segundos y enfriamiento 40°/30 segundos, usando iniciadores
normales de PCR y el fluorocromo SYBER Green Dye I® que se intercala en las hebras

de doble cadena.
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Los iniciadores para las citocinas seleccionadas fueron los siguientes:

F5-CCTCCCTCTCATCAGTTCTA-3’

TNF-a
R5- ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
F5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3’
IL6
R5-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3’
Como sonda de normalizacion se utilizé B-actina (F5°-

AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3" R5-CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3).

Se estandarizaron las reacciones para cada uno de los iniciadores y se utilizé el
método de RRCt para cuantificar la expresion de cada citocina. Se verifico la
amplificacion especifica de cada uno de los transcritos por medio del andlisis de las
curvas de fusion respectivas. La integridad de PCR se determiné por el andlisis de los

productos de amplificacién en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio.
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8.15 Trato ético de los animales de laboratorio

Durante la ejecucion de la investigacion se siguieron las normas éticas nacionales e
internacionales para realizar experimentos en animales de laboratorio, establecidas
por las NOM-062-Z0O0-1999, NOM-087-ECOL-SSA1-2002, el Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, conjuntamente con la OMS
y la UNESCO-CIOMS. En este sentido, en concordancia con el enunciado de “las tres
erres” de William Russell y Rex Birch, se usé el minimo numero de animales de la
especie y calidad apropiada para obtener resultados cientificamente validos. Asi
mismo, con el propdsito de minimizar el sufrimiento de los animales, al finalizar el
tratamiento a las ratas se les aplico la eutanasia por el método de inhalacién. Los
animales fueron colocados en una caja de acrilico en la que se suministré un flujo

constante de bioxido de carbono (COy).

8.16 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con una
prueba complementaria de Tuckey Kramer, de acuerdo con la distribucién de los datos,
para evaluar las diferencias dentro de un mismo grupo y entre los grupos, con un nivel

de significancia del 95%, p<0.05.
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9. Resultados

En la figura 1 panel (a) se muestran ejemplares utilizados para la estandarizacién de
la anestesia; posteriormente se observan cortes de colon descendente entre los 2.5y
los 6 cm del recto (Anatomia Méller, 2013) después de inducir el modelo experimental
de CU, en el panel (b) podemos observar necrosis en la mucosa del colon descendente

y el panel (c) muestra hemorragia en la mucosa del colon.

Figura 1. Ejemplares utilizados para la estandarizacion de la anestesia y del modelo de colitis
ulcerativa respectivamente.
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En la figura 2 se muestran por fila los segmentos de colon descendente de los
ejemplares de rata Wistar de los grupos (a) control, (b) indometacina, (c) arandano. En
la fila (a) se puede apreciar tejido intestinal con presencia de laminas acartonadas por
necrosis, Ulceras secas de tamafio medio con presencia de mucosa afectada entre
ellas, hemorragia, edema, congestion vascular, friabilidad e hiperemia en la mucosa
del colon, en la fila (b) se observa afectacibn moderada en la que hay presencia de
zonas hiperémicas, friabilidad con presencia de pequefios focos hemorragicos, en la
fila (c) se aprecia afectacion claramente delimitada en la que Unicamente se aprecia

hiperemia, edema y pequefas ulceraciones aisladas.
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Figura 2. Vista de seccion transversal del colon descendente a 2.5 cm del recto de rata Wistar
sometidas a modelo experimental de colitis ulcerativa. (a) control, (b) indometacina, (c) arandano.
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En el cuadro 2 se muestran los valores iniciales, de las ratas Wistar empleadas en este

estudio, previos a cualquier tipo de manipulacién o tratamiento.

Cuadro 2
Valores iniciales de la muestra en estudio?

AST (U/L) ALT (U/L) TNF-a (pg/ml) IL6 (pg/ml)
Sanos 169.7 £ 6.0 67.4+5.6 568.3 + 2.3 1.06 + 0.01

!Valores obtenidos de ratas Wistar antes de ser sometidas a los procedimientos realizados en el presente trabajo.
(media + S.E.M.) (N=24).

La determinacion de ALT y AST (cuadro 3) muestra que el grupo tratado con extracto
de arandano rojo tiene una disminucion estadisticamente significativa, que si bien los
valores no salen de los parametros de la normalidad si presentan una fuerte tendencia

a regresar a los valores iniciales (cuadro 2).

Cuadro 3
Determinacién de transaminasas hepaticas
AST (U/L) ALT (U/L)
Control 203.75+17.4 72.4+5.23
Indometacina 190.2+2.0 71.7+28
Arandano *161.8+ 3.4 *43.2+4.5

Determinacidn cuantitativa de parametros bioquimicos (media * S.E.M.) en suero de ratas Wistar tratadas con
indometacina y extracto acuoso de arandano rojo en modelo experimental de colitis ulcerativa (N=24). *Se
observa una diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con respeto al grupo control.
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En el cuadro 4 se observa, en el grupo indometacina, una disminucion en los valores
de TNF-a sin ser significativos; en IL6 sin embargo encontramos una diferencia
significativa con respecto al grupo control. Mientras que el grupo tratado con extracto
de arandano rojo presenta una disminucion en los valores de TNF-a e IL6

estadisticamente significativa.

Cuadro 4
Determinacion de citocinas proinflamatorias
TNF-a (pg/ml) IL6 (pg/ml)
Control 677.13+ 3.9 1.92 + 0.03
Indometacina 5956 +2.9 *1.14 + 0.03
Arandano *388.8+ 0.4 *1.12 +0.01

Valores obtenidos mediante técnica de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas de citocinas
proinflamatorias IL6 y TNF-a en suero de ratas Wistar tratadas con indometacina y extracto acuoso de arandano
rojo en modelo experimental de colitis ulcerativa. *Se observa una diferencia estadisticamente significativa
p<0.05 con respeto al grupo control.
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En la figura 3 se observa un aumento en la expresion de RNAm de TNF-a en el grupo
control con respecto a los valores obtenidos antes de ser tratados (cuadro 2), por su
parte en las muestras de colon de los ejemplares tratados con indometacina hay una
disminucién de la expresion del RNAm de TNF-a con respecto al grupo control que no
es estadisticamente significativa. Las muestras de colon de los animales tratados con
extracto de arandano (*) presentan una disminucién de la expresion de RNAm de TNF-
a con respecto a los demas grupos, incluso de los animales sanos (cuadro 2), siendo

esta disminucién estadisticamente significativa.

2.5

Expresién relativa
mRNA TNF-g/P-actina

Figura 3. Expresion del RNAm de TNF-a en tejido de colon, después de 30 dias de tratamiento con
arandano rojo (100 mg/kg/dia), se cuantifico el nivel de expresion de RNAm de TNF-a en ratas Wistar
sanas por RT-PCR en tiempo real, que se normaliz6 con la expresion del RNAm de la proteina ribosomal
B-actina. Los resultados representan el promedio + S.E.M. de 24 determinaciones independientes. El
grupo arandano (*) presenta una disminucion de la expresion de RNAm de TNF-a p<0.05.
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En la figura 4 se observa un aumento en la expresion de RNAm de IL6 en el grupo
control. Los grupos indometacina y arandano (*) presentan una disminucién en la
expresion de RNAm de IL6 con respecto al grupo control, entre ellos y con relacion al
grupo sano (cuadro 2) presentan una diferencia significativa principalmente el grupo

arandano.
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Figura 4. Expresion del RNAm de IL6 en tejido de colon, después de 30 dias de tratamiento con
arandano rojo (100 mg/kg/dia), se cuantifico el nivel de expresion de RNAm de IL6 en ratas Wistar sanas
por RT-PCR en tiempo real, que se normalizé con la expresion del RNAm de la proteina ribosomal (3-
actina. Los resultados representan el promedio + S.E.M. de 24 determinaciones independientes. El
grupo arandano (*) presentan una disminucién con relacion a los demas grupos p<0.05.
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10. Discusioén

Durante la ultima década se ha observado un incremento significativo de pacientes
diagnosticados con CU en dos grandes ciudades de México: Monterrey y la Ciudad de
México. Al tiempo en el ambito de la investigacion internacional se presentan grandes
avances en los posibles factores para este padecimiento, lo que nos lleva a buscar
una forma de control de la enfermedad, la cual esta caracterizada por la inflamacion

de la mucosa del colon.

La defensa natural del organismo se basa en tres elementos: barrera externa, sistemas
inespecificos y respuestas antigeno-especificas. La inflamacion es la respuesta inicial
e inespecifica del organismo ante estimulos mecanicos, quimicos o microbianos. Es
una respuesta rapida y ampliada, controlada humoral y celularmente (complemento,
cininas, coagulacion y cascada fibrinolitica) y se desencadena por la activacion
conjunta de fagocitos y células endoteliales. Es una respuesta beneficiosa si el proceso
inflamatorio mantiene un equilibrio entre células y mediadores. Aparece
vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular, activaciéon/adhesion celular e
hipercoagulabilidad. La vasodilatacion y el incremento de la permeabilidad
microvascular en el lugar de la inflamacion aumentan la disponibilidad local de

nutrientes y de oxigeno, produciendo calor, hinchazén y edema tisular (Garcia, 2008).
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La inflamacion aguda es una respuesta rapida ante un agente agresor que sirve para
liberar mediadores de defensa (leucocitos y proteinas plasmaticas). Esta reaccion esta
principalmente producida por la actividad fagocitica de las células mesodérmicas

(Garcia, 2008).

Los estudios que integran este trabajo evaltan el potencial terapéutico del arandano
rojo como antiinflamatorio en un problema de salud publica creciente en la actualidad
de nuestro pais, por lo que es importante tener mas alternativas para su manejo y
tratamiento, principalmente si estas son de bajo costo y se encuentran al alcance de
la poblacion de poco poder adquisitivo, al tiempo que se puedan ingerir sin la

necesidad de estar sujetos a un horario, dosis o presentacion farmacolégica.

En el contexto de que la colitis ulcerativa experimental inducida con acido acético se
asemeja a la colitis ulcerativa en humanos, se debe tomar en cuenta que a pesar de
que la colitis dafia la mucosa intestinal y activa células endoteliales en las
proximidades del foco inflamatorio, con el conducente incremento en la secrecion y
expresion de citocinas proinflamatorias no implica necesariamente que jueguen un
papel en la fisiopatologia del proceso inflamatorio o puedan ser dianas terapéuticas

(Soriano, 2004).

La disminucion de los marcadores proinflamatorios, especialmente el TNF-a es
importante ya que al existir inflamacion el proceso se puede perpetuar al activarse un
mecanismo fisiologico conocido como retroalimentacion positiva, asi mismo se ha

demostrado que la falta de inactivacion del TNF-a puede ser de origen genético
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(Marjoram y Bagnat, 2015) lo que lleva a pensar en la posibilidad de encontrar un
mecanismo alternativo para su inactivacion, dado que el disminuir el proceso
inflamatorio lleva a la mejoria en el paciente, disminuyendo con ello la sintomatologia
motivo de consulta y en casos severos de hospitalizacion con la consecuente pérdida

temporal de seguir siendo productivo.

Por el lado de los arandanos es conveniente considerar que tienen la capacidad de
evitar la concentracion de malondialdehido (MDA), que al igual que los polisacéaridos
de plantas, incluyendo pectinas, se supone que son capaces de minimizar el dafio
inducido por radicales libres. Un polisacarido de Angelica sinensis se ha encontrado
que posee un efecto protector sobre lesion de colon inmunologica, que es
probablemente debido al mecanismo de antioxidacién (Liu, 2003; Ko, 2005) mostré
gue el dafio del colon se redujo significativamente por el pretratamiento de los ratones
con un extracto Astragalus membranaceus que contiene polisacaridos y saponinas.
Un polisacarido de Rheum tanguticum se ha demostrado que protege las células

epiteliales intestinales contra el estrés oxidativo (Liu, 2005).

Los polifenoles pertenecen, como los carotenoides, a los cerca de 60.000 metabolitos
secundarios de las plantas que contribuyen a protegerlas de las plagas o a darles color,
aroma o fragancia. Entre los polifenoles encontramos los acidos fendlicos y los
flavonoides (pigmentos), se encuentran principalmente en frutas y bebidas derivadas
de plantas como los zumos de fruta, el té, el cacao y el vino tinto, asi como en las
verduras, los cereales y el chocolate. Puesto que los polifenoles se encuentran en

numerosos alimentos y participan en diversos procesos biolégicos, no es faclil
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investigarlos Segun los estudios actuales, los polifenoles podrian contribuir a la
prevencion de enfermedades crénicas. Sin embargo, los datos disponibles ain no son
suficientes para extraer de ellos recomendaciones de ingesta generales o dirigidas a
determinados grupos de poblacion con riesgo de sufrir determinadas enfermedades.

(DSM, 2009).

Gran parte de la evidencia sobre la eficacia de los polifenoles se ha extraido de
estudios realizados en animales, con dosis muy por encima de los niveles que los
humanos alcanzan a través de la dieta. Por otra parte, hay estudios epidemiolégicos y
clinicos sobre la relacion entre la ingesta de polifenoles (en particular del gran grupo
de los flavonoides) y el mantenimiento de la salud en humanos, asi como la prevencion
de enfermedades. La funcion de los polifenoles parece proceder de la modulacién del
estrés oxidativo: se habla de su capacidad de unir proteinas o minerales, de unirse a

bacterias y virus, asi como de sus efectos hormonales (DSM, 2009).

Dentro de los flavonoides encontramos las antiocianinas, que se encuentran en gran
cantidad en el ardndano rojo y frutos del bosque, estas poseen una gran capacidad
antioxidante, evitan la fijacion de bacterias, virus y hongos, ademas de ser un
excelente modulador del estrés oxidativo y antiinflamatorio al controlar el TNF-a y la
IL6, ya que, como se describid en su mecanismo de accion, inhibe el NF-KB y la
actividad enzimética del metabolismos del &cido araquidénico por la via de la 5-
lipoxigenasa y del leucotrieno B (Martinez-Flores, 2002). Al reducir la secrecién y la
expresion de citocinas proinflamatorias se tienen mayores posibilidades de evitar la

perpetuacion de la inflamacion, con la consiguiente mejoria del paciente (DSM, 2009).
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El estimulo de la membrana del neutréfilo produce radicales libres derivados del
oxigeno, la interaccion de estas sustancias con el acido araquidonico da lugar a la
generacion de sustancias quimiotacticas, que perpetian el proceso inflamatorio, por
tanto, la ingesta de alimentos ricos en antioxidantes, como el ardndano rojo, puede

reducir el riesgo de padecer procesos inflamatorios cronicos.
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11. Conclusiones

El extracto acuoso de arandano rojo induce una disminucion significativa en las
transaminasas hepaticas (ALT y AST), las cuales tienden a regresar a la normalidad,
lo que indica, un potencial efecto preventivo, al evitar la hepatotoxicidad, en el modelo

propuesto.

El extracto de arandano rojo protege el endotelio del colon, al presentarse menores
lesiones en los animales que recibieron el extracto en comparacion con el grupo

control.

El extracto de arandano rojo produce una disminucion tanto la secrecién como la

expresion de TNF-a e IL6.

El arAndano rojo tiene un gran potencial para tratar enfermedades gastrointestinales

inflamatorias.
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12. Perspectivas

e Realizar estudios con diferentes dosis y tiempos de administracién de extracto
acuoso de ardndano rojo, para determinar los minimos necesarios para que
exista un efecto protector de la mucosa intestinal.

e Investigar el efecto de extracto acuoso de arandano rojo en otras citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, estableciendo una cronicidad en la ingesta
del extracto y de la CU.

e Investigar el potencial preventivo del ardndano frente a la hepatotoxicidad.

e Investigar en pacientes con CU el efecto curativo del extracto acuoso de
arandano rojo.

e Investigar el efecto del extracto de ardndano rojo en otros 6rganos, sistemas

y/o padecimientos.
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15. Anexo

15.1 Mecanismo de accion de los flavonoides y de la indometacina.

El dafio celular asociado a la inflamacion actia en las membranas celulares
produciendo liberacion de enzimas lisosdmicas en los leucocitos. Posteriormente se
produce la liberacion del &cido araquiddnico de los fosfolipidos de membrana mediante
las lipasas del tipo fosfolipasa A2, estas son inhibidas por los antiinflatorios esteroideos

(Batlouni, 2010).

Este acido araquiddnico es fundamental para la sintesis de varios eicosanoides que
participan directamente en el proceso inflamatorio. En esta parte la respuesta

inflamatoria se divide en dos vias (Batlouni, 2010):

1. Via de la lipoxigenasa

El metabolismo del acido araquidénico por las lipoxigenasas (principalmente la 5-
Lipoxigenasa) da como resultado la produccion de acidos
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETES), los cuales rapidamente se convierten en

derivados hidroxidos (HETES) y leucotrienos.

La 5-Lipoxigenasa estad presente en las células inflamatorias (PMN, mastocitos,
basofilos, macréfagos y eosinofilos). Esta enzima produce el leucotrieno A4 que se
convierte en leucotrieno B4 o leucotrieno C4. Este a su vez puede convertirse en LTD4

y LTE4, mediante peptidasas.
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Esta via es inhibida por los flavonoides contenidos en el arandano rojo (Martinez-

Flores, 2002).

De la misma forma, La produccién de macrofagos de citoquinas pro-inflamatorias
incluyendo IL-6 y TNF-a son inhibidos por la fraccion de antocianinas y
proantocianidina altamente concentrada de un extracto de arandano, lo que sugiere
gue los flavonoides inhiben la produccion de citocinas inflamatorias tales como IL-6 y
TNF-a actuando como inhibidores de la expresion génica y la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias suprimiendo la activacién de factores de transcripcion tales como NF-
KB y NF-KB / ADN vinculante (factor potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas) (Bodet, 2006; Park, 2008; Reed, 2002)

2. Via de la Cicloxigenasa

Solo se han descubierto dos isoenzimas de la cicloxigenasa que son capaces de
convertir el acido araquidénico en prostaglandinas: La PGH sintetasa 1 (llamada COX-
I) y la PGH sintetasa 2 (llamada COX-Il). La primera se encuentra constantemente en

los tejidos mientras que la segunda puede ser inducida.

La COX-I tiene funciones de mantenimiento principalmente, mientras que la COX-Il se
produce tempranamente y de forma masiva por las células inflamatorias e inmunes y
su produccion se aumenta por factores de crecimiento, promotores tumorales,

citocinas y especialmente por endotoxinas bacterianas.
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El conocimiento de estas isoenzimas es importante para el manejo farmacoldgico de
la inflamaciébn con agentes no esteroideos, ya que ellos actlan precisamente

inhibiéndolas, tal es el caso de la indometacina.

FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA

FOSFOLIPASA A2

ACIDO ARAQUIDONICO
ANTOCIANINAS DEL

INDOMETACINA > ¢

ARANDANO
CICLOXIGENASA LIPOXIGENASA
PGG2 LEUCOTRIENOS
PGH2

PGE2 PGD2 PGI2 TXA2

Figura 5. Respuesta inflamatoria a partir del acido araquiddnico.
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15.2 Mecanismo de la colitis ulcerativa inducida por acido acético

La necrosis del epitelio o de la mucosa y la inflamacion transitoria pueden ser inducidas
con una solucién de acido acético diluido aplicado en el lumen intestinal. Se debe tener
en cuenta que, la lesion epitelial es una reaccion relativamente especifica a los acidos
organicos porque el acido clorhidrico a pH similar no induce una lesién parecida

(Almero, 2007).

En la descripcion original del modelo empleado, 0.5 ml de &cido acético diluido con
agua al 10% -50% se aplico en el recto de ratas Sprague-Dawley. Después de 10
segundos de contacto superficial, se retird la solucion &cida y se purgo el lumen tres
veces con 0.5 ml de solucion salina. En las modificaciones recientes, se aplica
lentamente 1 ml de &cido acético al 4% (pH 2,3) a una distancia de 5 cm en el lumen

rectal de una rata ligeramente anestesiada (Elson, 1995).

En el presente trabajo se empled de la siguiente forma: Los dias 30, 32 y 34, bajo
sedacion ligera con 0.80 ml via subcutanea de fenobarbital en dilucién 1:10, se
administré a todos los grupos 1 ml de acido acético al 5% via intrarectal, después de
30 segundos de exposicion a la solucién, se retira el liquido y se enjuaga el colon con
1.5 ml de solucién salina y fosfato, como bufer y dilucién del acido acético restante en

el colon.
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Debido a la variacion en la capacidad de las ratas para retener enemas, se pueden
emplear diluciones de acido acético de 4% al 12% aplicados en el lumen del colon
ascendente de ratas anestesiadas. La mayoria de los estudios usan exposiciones de
15-30 segundos al acido acético a 4% o 5% debido a que concentraciones mas altas

frecuentemente ocasionan perforaciones de la pared del colon (Elson, 1995).

La lesion inicial es una necrosis epitelial relativamente ligera y edema que se extiende
de forma variable dentro de la lamina propia, submucosa o capas musculares externas,
dependiendo de la concentracion y duracién de la exposicion del acido acético,
provocando a su vez una isquemia local transitoria puede contribuir a la lesion aguda.
La inflamacién mucosa y submucosa que sigue a la lesion inicial de las células
epiteliales se asocia con la activacion de las vias del &cido araquidonico. La respuesta
inflamatoria parece ser una secuela inespecifica de la pérdida de la barrera epitelial y
se cura en pocos dias en ratones o en 2-3 semanas en ratas (Almero, 2007; Elson,

1995).

La evidencia de que los productos bacterianos luminales estan implicados en la fase
inflamatoria secundaria se proporciona mediante la potenciacién de la inflamacién por
los polimeros del polipéptido luminal peptidoglicano (PG-PS) y la mayor captacion de
PG-PS y péptidos quimiotacticos bacterianos después de la lesion de la mucosa

(Almero, 2007; Elson, 1995).
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Las ventajas de la lesidon inducida por acido acético son su bajo costo, facilidad de
administracion y disponibilidad generalizada. Por lo tanto, este modelo facilmente
inducible puede ser util en la seleccion inicial de nuevos farmacos, evaluando
mecanismos de cicatrizacion de la mucosa y determinando el papel de los factores
luminales en la perpetuacion de la inflamacion intestinal inespecifica. Debido a que la
lesion epitelial aguda en las primeras 24 horas es de naturaleza no inmunoldégica, los
ensayos de terapia con farmacos deben concentrarse en puntos de tiempo posteriores

(Almero, 2007; Elson, 1995).
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