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Exergo

...La ciencia no es, ni misterio de miciados, ni privilegio de los aristocratas
de la mente, sino el medio tinico que tiene el hombre para explicarse las

leyes de la vida...

José Marti
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Resumen

La colitis ulcerativa (CU) es un proceso inflamatorio cronico y recidivante, de
etiopatogenia desconocida, limitada a la mucosa y la submucosa colorrectal, con
distribucién difusa y continua. ElI Agave brittoniana Trel.ssp. Brachypus., especie
endémica de la region central de Cuba, contiene dentro de sus metabolitos secundarios
saponinas esteroidales, que pueden presentar multiples acciones farmacologicas,
como: antiinflamatoria y protectora de la mucosa intestinal. En este trabajo se llevo a
cabo la evaluacion farmacolégica como antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de esta planta en CU inducida por acido acético 2,5%, en ratas Spragle
Dawley. Se conformaron cuatro grupos experimentales de 8 animales: Grupo 1: sanos;
Grupo 2: induccion sin tratamiento, Grupo 3: induccion tratado con prednisolona (10
mg/kg) y Grupo 4: induccion tratado con extracto (600 mg/kg). Se evalud la variacion de
peso corporal considerandose que se afectd negativamente en grupos con CU
inducida, observandose incremento del peso corporal de animales tratados con el
extracto, estadisticamente similar al grupo sano. El indice de dafio col6nico en el grupo
de animales tratados con el extracto hidroalcohdlico fue significativamente menor a los
restantes grupos que recibieron el inductor. La determinacién de los parametros
bioguimicos mostraron que los valores de malondialdehido (MDA) fueron similares y
gue la mieloperoxidasa (MPO) disminuyd discretamente, en relacion con los grupos
restantes; mientras que la catepsina disminuy6é significativamente, resultado
consecuente con bajo indice de necrosis y dafo histico en colon. El extracto
hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. mostré cualidades adecuadas como tratamiento

potencial para colitis ulcerativa.



Abstract

Ulcerative colitis (UC) is limited to the mucosa and submucosa colorectal, diffuse and
continuous distribution with chronic and recurrent inflammatory process, of unknown
etiology,. The Agave brittoniana Trel.ssp. . Brachypus, endemic to the central region of
Cuba, contains within its steroidal saponins secondary metabolites, which may have
multiple pharmacological actions, such as anti-inflammatory and protective of the
intestinal mucosa. This work was conducted as an antiinflammatory pharmacological
evaluation of hydroalcoholic extract of the leaves of this plant in acetic acid-induced CU
2.5% in Sprague Dawley rats. Group 1: four experimental groups of 8 animals were
formed healthy; Group 2: induction without treatment, Group 3: induction treated with
prednisolone (10 mg / kg) and Group 4: induction treated with extract (600 mg / kg). The
change in body weight was negatively affected considering that in groups with induced
CU, increase in body weight observed in animals treated with the extract, statistically
similar to healthy group animals were evaluated. The rate of colonic damage in the
group treated with hydroalcoholic extract animals was significantly lower than the other
groups that received the inductor. The determination of the biochemical parameters
showed that the values of malondialdehyde (MDA) were similar and the
myeloperoxidase (MPO) discretely decreased in relation to the other groups; while
cathepsin significantly decreased, consistent results with low rate of necrosis and tissue
damage in colon. The hydroalcoholic extract of T. brittoniana Agave showed suitable as

a potential treatment for ulcerative colitis qualities.
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Introduccioén

La colitis ulcerativa es reconocida como un proceso inflamatorio crénico y recidivante,
de etiopatogenia desconocida, limitada a la mucosa y la submucosa colorrectal, con
distribucion difusa y continua. Provoca diarreas con sangre, dolor abdominal, y a veces
fiebre. Suele aparecer entre los 15 y los 30 afios, es una enfermedad cronica que
evoluciona en forma de brotes o0 ataques intermitentes, de intensidad variable e
independiente para cada brote y que alternan con periodos de remision, con escasos 0
nulos sintomas."Los pacientes con colitis ulcerosa tienen un mayor riesgo de
desarrollar cancer colorrectal, un mal que constituye la segunda causa de muerte por
cancer en la poblacion general. Este riesgo es mas evidente a partir de los diez afios
de evolucion de la enfermedad y es independiente del grado de la misma. Los
afectados por esta enfermedad ven mermada su calidad de vida dado su caracter
crénico.®! En la actualidad no existe un tratamiento etiolégico para la curacién de la
colitis ulcerosa, y el tratamiento sintomatolégico empleado se dirige a controlar la

inflamacién, reducir los sintomas y la pérdida de liquidos y nutrientes.®

El estudio y validacion de productos naturales y de sintesis quimica, que demuestren
su efectividad para paliar el cuadro inflamatorio que se produce en los procesos agudos
y de crisis de esta enfermedad, necesita contar con una herramienta eficaz para
mimetizar los efectos de esta enfermedad en el humano y que sea sensible a
modificaciones tras las diferentes intervenciones farmacoldgicas. Contar con esta
herramienta, caracterizada y estandarizada en nuestras condiciones, permitird
contribuir al conocimiento mas profundo de esta patologia que aun tiene muchas
incognitas, asi como a comprobar posibles terapias preventivas, curativas o paliativas.

El empleo de las plantas con fines terapéuticos mantiene aun una amplia validez a
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pesar del poderio y de la competencia de la industria farmaceéutica; quien, con sus
colosales intereses econdmicos distribuidos por todo el mundo, asi como las
indudables ventajas ofrecidas por numerosos productos industriales, ha tratado de
minimizar esta practica.’* ' Se conoce que para el afio 2020 la poblacién mundial
habra alcanzado la cifra de 7500 millones de habitantes de los cuales el 75 % vivira en
paises en vias de desarrollo, que hoy consume menos del 15 % del mercado
farmacéutico, lo que hace suponer que esta masa poblacional buscard cada vez mas
plantas medicinales como principal recurso terapéutico para satisfacer sus necesidades

de salud.

El Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus pertenece a la familia agavaceae y se
caracteriza por presentar en su composicion un alto contenido de fibra vegetal
constituida por ceras, polialcoholes, poliazicares. Ademas, contiene dentro de sus
metabolitos secundarios saponinas esteroidales, las que en dependencia de su
estructura pueden presentar multiples acciones farmacoldgicas, entre las que se
encuentran las propiedades antiinflamatorias. Esta composicion fitoquimica de esta
planta sugiere que podria ser muy Util en el tratamiento de la colitis ulcerativa, asi como

en la prevencion de una de sus complicaciones principales, el cancer.

Problema Cientifico:

No se refiere en la literatura ningun estudio farmacol6gico que avale la utilidad del
Agave brittoniana T en el tratamiento de la colitis ulcerativa, a pesar de las

potencialidades que presenta, teniendo en cuenta su composicion fitoquimica.
Hipotesis:
Si se comprueba experimentalmente el efecto farmacolégico del extracto

hidroalcohodlico de Agave brittoniana T en un modelo agudo de colitis ulcerativa, se

dispondria de un producto natural candidato a ser empleado en la terapéutica.
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Obijetivo general:

Estimar el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. en

un modelo de colitis ulcerativa inducido por &cido acético.

Objetivos especificos:

1. Determinar la variacion del peso corporal, durante la evolucién del modelo, con

vistas a estimar el estado general de salud de los animales.

2. Evaluar experimentalmente el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico
de Agave brittoniana T. a través de los indices de dafio ulcerativo macroscépico

y microscopico.

3. Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de Agave
brittoniana T. a través de la determinacion de los pardmetros bioquimicos
mieloperoxidasa (MPQO), malondialdehido (MDA) y catepsina en tejidos colbnico

de un modelo experimental de colitis ulcerativa.



Capitulo I: Marco teorico

1.2 Aspectos generales del uso de plantas medicinales.

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de gran
importancia, para cubrir las necesidades terapéuticas. Su uso como agentes de la
salud es ampliamente conocido en multiples culturas del mundo y ha sido transmitido a
través de generaciones. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del
tiempo, tamizado hoy, por el rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacologicos,
toxicoldgicos y clinicos; para explicar en forma racional el uso terapéutico de una planta

y que permite ademas la vigencia de su empleo.*!

El hombre utiliza las plantas con propésitos medicinales desde tiempos prehistéricos y
aun hoy tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud de la mayor parte de la
poblacion mundial, pese a los avances de la medicina moderna. Esto si se tienen en
cuenta las diversas formas en que se utilizan, que van desde la preparacion de
decocciones e infusiones en zonas rurales y paises pobres, pasando por los productos
fitoterapéuticos, hasta la obtencion de principios activos en paises desarrollados para la
elaboracién de medicamentos. Se estima que en el mundo se utilizan cerca de 10 000
especies vegetales con fines medicinales, la mayor parte en sistemas de medicina
tradicional.’® La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que
alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para atender
las necesidades primarias de asistencia médica. Analizando el interés por el estudio y
empleo de medicina tradicional en la asistencia médica y el reconocimiento de la
importancia de las plantas medicinales para el sistema de salud de paises en
desarrollo, la OMS acord6 promocionar la medicina tradicional y establecer pautas para

la identificacién de medicamentos herbarios que sean inocuos y eficaces.™?
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Las plantas medicinales representan cerca del 25% del total de las prescripciones
meédicas en los paises industrializados. Sin embargo en los paises en desarrollo el uso
de las plantas medicinales representa hasta el 80% del arsenal terapéutico tradicional y
son utilizadas como materia prima para la produccion de extractos o para el aislamiento

de sustancias naturales puras, por lo que representan un area en franca expansion.™®

1.2. Familia Agavaceae.
1.2.1. Generalidades.

La familia agavaceae se caracteriza por presentar en su composicion un alto contenido
de fibra vegetal constituida por ceras, polialcoholes, poliazicares. Ademas numerosas
especies de agave contienen dentro de sus metabolitos secundarios saponinas
esteroidales, las que en dependencia de su estructura pueden presentar multiples
acciones farmacolégicas entre las que se encuentra sus propiedades
antiinflamatorias.™ Esta composicion fitoquimica de estas plantas sugiere que podrian
ser muy utiles en el tratamiento de la colitis ulcerativa, asi como en la prevencion de

una de sus complicaciones principales, el cancer.

El género Agave, cuyo significado es “noble” o “admirable”, fue dado a conocer por
Carlos Lineo en 1973. Dicho género comprende aproximadamente 200 especies, de las
cuales el 75 % se encuentran en México, lugar considerado el centro de origen. Junto
con el frijol y el maiz, el agave fue una de las primeras plantas cultivadas en
Mesoameérica y gracias a su gran cantidad de usos, es también considerado como el

“arbol de la vida”.[®

1.2.2. Distribucion.

Este género se distribuye a lo largo del continente americano en zonas que van desde
los 40 grados latitud norte hasta los 20 grados latitud sur. Al norte se encuentra
presente en zonas aridas y semiaridas de Norteamérica y México, bajando por las islas
del Caribe hasta Colombia y Venezuela. En la cuenca Europea del Mediterraneo fueron
introducidas con fines ornamentales, posteriormente se dispersaron fuera de los

cultivos y actualmente se encuentran naturalizados.™
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El Agave brittoniana Trel. subespecie brachypus (fam. Agavaceae) es oriunda de la
region central de Cuba. Entre otras areas, crece en la conocida zona protegida
Cubanacéan, aledafia a la ciudad de Santa Clara. Otra especie, el Agave legreliana,

también es endémica de la region central de Cuba.!'®*®!

1.2.3. Diferentes Usos del Agave brittoniana T.

El estudio del género Agave, se encuentra representado practicamente por las
secciones Rigidae y Sisalanae, las cuales son cultivadas en gran medida para diversos
propdsitos como son: a.) la obtencion de bebidas alcohdlicas como el tequila y el
mezcal; b.) la obtencion de fibras naturales de gran resistencia c.) la obtencién de

compuestos esteroidales y otros de uso medicinal y agricola.™®
» Uso Medicinal.

Desde tiempos muy antiguos en México, el agave ha sido considerado como una planta

con propiedades medicinales, sobre todo dentro de la medicina indigena.

Algunos tipos de agave son utilizados para tratar procesos inflamatorios, artritis y
fiebre. Las pencas machadas y aplicadas en cataplasma provocan supuracion; sirve
también para desalojar los piojos de las bestias; las infusion de raiz es depurativa y

mezclada con raices de zarzaparrilla se dice que tiene valor curativo.*”
» Uso Agricola.

La fibra es utilizada principalmente para la confeccion de sacos o costales para el
empaquetamiento de granos como el café, también son utilizadas para la elaboracién
de articulos como alpargatas, colchones, cordeleria y tapetes. Las plantas jovenes son
utilizadas para preparar un encurtido; se hierven para quitar lo mucilaginoso y
posteriormente se agrega agua, sal y vinagre. Finalmente el sumo de las hojas es
utilizado por las lavanderas para el lavado de la ropa delicada.*”

1.2.4. Fitoquimica del Agave brittoniana T.

La fitoquimica es la ciencia que ha permitido la deteccidon y posteriormente la
identificacion de los principios activos responsables de alguna propiedad atribuida a
alguna planta, tal es el caso de la familia agavaceae que se caracteriza por presentar

en su composicién un alto contenido de fibra constituida por ceras, polialcoholes,

6
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poliazticares.” También estudios previos han detectado la presencia de aminas y/o
aminodcidos, grasas, aceites esenciales y esteroides.?? Ademas, numerosas especies
de agave contienen dentro de sus metabolitos secundarios saponinas esteroidales, las
que en dependencia de su estructura pueden presentar mdultiples acciones
farmacoldgicas entre las que se encuentra sus propiedades antiinflamatorias, como es

el Agave brittoniana T.

Esta composicion fitoquimica de estas plantas sugiere que podrian ser muy utiles en el
tratamiento de la colitis ulcerativa, asi como en la prevencion de una de sus

complicaciones principales, el cancer.
1.2.5. Clasificacion TaxonOmica.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monocotiledoneas)
Subclase: Liliidae

Orden: Liliales

Familia: Agavaceae

Género: Agave

Subgénero: Agave

Seccion: Rigidae

Especie: Agave brittoniana T

1.2.6. Descripcion de Agave brittoniana T.

Dicha planta es de tipo herbaceo suculenta, sus hojas se encuentran dispuestas en
forma de roseta, generalmente con espinas en los margenes o “dientes” y una espina
terminal. Es una planta perenne o monocarpicas. Su inflorescencia emerge del centro
de la roseta y puede ser en forma de espiga o ramificada, con las flores creciendo en
umbelas sobre los pedunculos laterales, después de varios afios de crecimiento llega a
alcanzar una altura que sobrepasa los 6 metros y agota la planta que muere poco
después. Su reproduccion puede ser sexual o asexual mediante los vastagos que

emergen de rizomas de la planta madre.*
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1.3. Inflamacion. Generalidades.

Cuando se produce una rotura de la piel o de las mucosas, los microorganismos
pueden pasar del medio externo al interno. Como reaccién y en un intento de localizar
al agente invasor, se produce una reaccion en el tejido conectivo vascularizado que se
denomina inflamacion. Este complejo proceso produce el acumulo de fluidos y
leucocitos en el espacio extravascular. La inflamacidén puede ser originada por factores
endogenos (necrosis tisular o rotura 6sea) o factores exdgenos como lesiones por
agentes mecanicos (corte, etc), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivos), bioldgicos
(microorganismos) e inmunolégicos (reacciones de hipersensibilidad). Aunque en
algunos casos, como la hipersensibilidad, la inflamacion puede tener consecuencias
nocivas, por lo general es una respuesta protectora que trata de restaurar los tejidos
lesionados.™ ? La respuesta inflamatoria esta formada por plasma, células circulantes,
vasos sanguineos y constituyentes celulares y extracelulares del tejido conectivo. Entre
las células circulantes se incluyen los neutrofilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos,
basodfilos y plaquetas. Las células del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean
los vasos sanguineos y los fibroblastos. La matriz extracelular consiste en proteinas
fibrosas estructurales (colageno, elastina), glicoproteinas adherentes (fibronectina,
laminina, entactina, tenascina y otras) y proteoglicanos. La membrana basal es un
componente especializado de la matriz extracelular que consiste en glicoproteinas

adhesivas y proteoglicanos.!* 2
Los cinco signos cardinales de la inflamacion son:

rubor (coloracién roja)
tumor (hinchazén)
calor

dolor.

o ~ w0

pérdida de funcién

La coloracion y el calor se deben a un aumento del flujo sanguineo en el area
traumatica y a la constriccion de las vénulas. Los cambios de la microcirculacién son
inducidos por mediadores quimicos. Estos mediadores, ademas, aumentan la

permeabilidad capilar con lo que los liquidos y las células sanguineas pasan al espacio
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extravascular provocando la hinchazén y un aumento de la presién local que es el que

origina el dolor.
1.3.1. Tipos de inflamacion.
La inflamacion segun su duracion se divide en aguda y crénica:

» La aguda es de duracion relativamente corta (minutos, horas o unos pocos dias),
se inicia muy rapidamente y se caracteriza por el exudado de fluidos plasmaticos
y la migracién de leucocitos predominantemente neutrofilos.

> La inflamacion crénica dura semanas, meses 0 incluso afios y se caracteriza
histol6égicamente por el infiltrado de linfocitos y macréfagos con la proliferacion de

vasos sanguineos y tejido conectivo.

Las Enfermedades Inflamatorias Intestinales (Ell) constituyen un grupo de
enfermedades en las cuales existe una inflamacion de la pared intestinal patoldgica,
gue tienden a tener una evolucién crénica con periodos de actividad y remisién de la
inflamacion y de etiologia aun desconocida. Actualmente las EIl incluyen
principalmente a tres entidades: la Colitis Ulcerosa (CU), la Enfermedad de Crohn (EC),
las dos mas importantes, y la Colitis Indeterminada (Cl) las cuales poseen en
ocasiones similitudes que las hacen dificil de diferenciar. Algunos autores incluyen a la
Colitis Microscépica (Colitis Colagena y Colitis Linfocitica) en este grupo; pero nos

referiremos en forma independiente.™* 2
1.4. Colitis Ulcerativa o Ulcerosa (CU). Concepto.

Es una enfermedad inflamatoria intestinal que afecta la mucosa del intestino grueso o
colon de forma difusa y continua, y no afecta otros tramos del aparato gastrointestinal,
de extensién variable, con compromiso rectal en casi todos los casos y afectando rara

vez el fleon distal.*®

La CU se produce como consecuencia de la accién, en sujetos genéticamente
predispuestos, de determinados factores medioambientales y de las bacterias que
componen la microflora intestinal normal que desencadenan una serie de eventos, que
dan lugar a la pérdida de tolerancia y activacion tanto del sistema inmune intestinal

4]

como de otras células.”™ ! La respuesta inmune celular induce la activacién de
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linfocitos T efectores, macréfagos, neutrofilos, mastocitos, etc. La respuesta humoral da
lugar a la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B. A través de la
secrecion de mediadores solubles y de la expresiéon de moléculas de adhesion se
produce una amplificacién de la sintesis y secrecion de anticuerpos y autoanticuerpos,
citoquinas, factores de crecimiento, eicosanoides, neuropéptidos, enzimas proteoliticas,
radicales libres y 6xido nitrico, que lleva al desarrollo de inflamacion intestinal y dafio

tisular que caracterizan a esta enfermedad.

Los sintomas comunes observados en esta enfermedad inflamatoria intestinal son la
reduccion de la ingesta de alimentos, del peso corporal y del consumo de agua debido
a una menor tolerancia a los alimentos y el agua. También se observa incremento en

la deposicién de heces fecales liquidas o semisdlidas con sangre.

Factores como el estrés oxidativo, el aumento de la permeabilidad vascular, la
infiltracion neutrofilica prolongada y el aumento de la produccion de mediadores

inflamatorios, estan presentes en la fase inicial inflamatoria intestinal humana.?> 2!

El malondialdehido es el producto final de la lipoperoxidacién lipidica y es un buen
indicador del alcance del estrés oxidativo.

La mieloperoxidasa (MPO, EC 1.11.1.7) es una enzima que se almacena en los
granulos azurdfilos de los leucocitos polimorfonucleares y es secretada al medio
extracelular ante diversos estimulos nocivos; ejerce su actividad catalitica por medio de
la formacion del &cido hipocloroso (HCIO) que es un potente agente oxidante y

halogenante de proteinas ejerciendo, entre otras, una actividad bactericida.!?>?"!

Cuando la reaccion inflamatoria se exacerba hay degranulacién masiva provocando la
muerte del neutrdfilo con la consecuente liberacion de MPO y otras enzimas

proteoliticas.'*®

La catepsina D (3.4.4.23) es una proteina con actividad proteolitica. Se encuentra en
tejidos animales, cataliza la hidrélisis de proteinas a polipéptidos. Las catepsinas tienen
una importancia fundamental en el recambio proteico de las células de mamiferos. Esta

enzima constituye un buen indicador de necrosis celular.*
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1.4.1. Clasificacion:

Existen varias clasificaciones entre las que se encuentran; =

» Segun las zonas afectadas:

Proctitis Ulcerosa: La enfermedad se limita al recto, desde margen anal

interno hasta unos 15 cm desde el esfinter anal. Representa
aproximadamente el 30-42% de los casos.

Proctosigmoiditis: La inflamacién se extiende hasta sigma. Colitis distal o

izquierda: La inflamacion afecta a recto, sigma y colon descendente hasta
angulo esplénico. Estas dos ultimas representan hasta el 44-48% de los
casos.

Colitis extensa: La inflamacién se extiende por colon transverso hasta angulo

hepatico.

Pancolitis o colitis total: Afecta todo el colon hasta ciego. Ambas representan

el 9-17% de los casos.

» Segun el curso evolutivo:

Cronica-Recidivante: Es la forma mas frecuente representando un 70% del

total. Se caracteriza por la alternancia de periodos de actividad sintomatica
con otros de remision. Puede evolucionar tanto hacia la forma aguda
fulminante

Croénica-Continua: Constituye un 20% y se produce cuando un brote se

extiende mas alld de seis meses a pesar de tratamiento, con recidivas
frecuentes y seguidas de cortos intervalos de mejoria. Suele acompafarse
de complicaciones locales.

Aguda-Fulminante: Supone el 10%, siendo la forma mas grave de

presentacion. Comienza de manera brusca con diarrea abundante y
rectorragia, pudiéndose acompafar de megacolon téxico e incluso debutar
con un cuadro de perforacion colonica de alta mortalidad. Suele ocurrir en el

seno de una pancolitis, siendo excepcional en las rectitis.
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Clasificacién de Montreal para la CU.BY

» Segun la extension (E):

e E1: Proctitis ulcerosa: Afectacion limitada al recto (el limite superior de la

inflamacion no supera la union rectosigmoidea)

e E2: Colitis izquierda o distal: Afectacion limitada al colon izquierdo (el limite

superior de la inflamacion no supera el angulo esplénico).

e E3: Colitis extensa o pancolitis: Afectacion que se extiende mas alla del

angulo esplénico.
» Segun la gravedad (S):

e S0: Colitis en remisidn o silente: No hay sintomas de la enfermedad.

e S1: Colitis leve: Cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre,

leucocitosis, taquicardia, anemia, ni aumento de la VSG.

e S2: Colitis moderada: Criterios intermedios entre leve y grave, siempre con

signos de afeccion sistémica leves.

e S3:. Colitis_grave: Seis 0 mas deposiciones diarias con sangre, fiebre,

leucocitosis, taquicardia, anemia y aumento de la VSG, a menudo con signos
de afectacion sistémica grave.

1.4.2. Etiopatogenia.

Las causas principales de la CU continlan siendo una incdgnita, aunque cada vez se
conoce mas su patogenia. En términos generales, se considera que existe un factor
iniciador (un factor medioambiental en un sujeto genéticamente predispuesto) que
provoca una pérdida de la tolerancia inmunolégica a la flora intestinal saprdfita,
induciendo una respuesta inflamatoria prolongada e inapropiada en la mucosa coélica. A

continuacién pasaremos a comentar cada uno de los factores implicados.?
1.4.2.1. Factores genéticos.

La probabilidad de que un familiar de un paciente con CU o EC desarrolle la
enfermedad es diez veces superior a la del resto de la poblacion. Se estima que entre

el 10 y el 20% de los pacientes con CU tienen al menos un familiar de primer grado 18
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afectado por la enfermedad. Sin embargo, la concordancia en gemelos monocigotos
del 6-14% es menor que en el caso de la enfermedad de Crohn (44-55%). Igualmente,
se ha observado que existen mas enfermos con CU entre familiares de EC que al
revés, lo que hace sospechar que ambas enfermedades comparten una herencia
poligénica que confiere a sus portadores una mayor sensibilidad a factores externos

que precipitan el desarrollo de El1.B% 32

Se han implicado varios genes que intervienen en la regulaciéon de la inmunidad: genes
de la region del complejo mayor de histocompatibilidad, de receptores de linfocitos T e
inmunoglobulinas, del sistema del complemento y de citoquinas y moléculas de

adhesion.
1.4.2.2. Factores ambientales externos:*

El hecho de que la tasa de concordancia en gemelos monocig6ticos sea menor en CU
gue en EC nos da una idea de la importancia de los factores medioambientales en la

aparicion de esta enfermedad. Varios son los factores estudiados hasta ahora:
» Tabaco.

En las primeras observaciones ya se constatdé la mayor frecuencia de CU entre no
fumadores. Se han descrito riesgos relativos de desarrollar CU de hasta un 4,4 en
exfumadores, 1 en no fumadores y 0,6 en fumadores activos. Otros autores destacan
un efecto beneficioso para la CU. Asi, se ha observado que el abandono del uso
tabaquico puede asociase a la aparicion del primer brote de CU, que tiene un efecto
protector para la CU activa y que puede ser util para el mantenimiento de la remision.
Incluso, segun algun estudio, la exposicidn en nifios al humo del tabaco es factor

protector para el desarrollo de CU.13% 34

Aunque no esta claro qué sustancias quimicas presentes en el humo del tabaco son las
causantes de esta asociacion, la evidencia de la utilidad de los parches transdérmicos
de nicotina asociados a la terapia convencional en la CU leve-moderada orienta a que
pueda ser ésta la principal implicada. Se han sugerido como mecanismos
responsables, el efecto inhibitorio sobre los linfocitos T colaboradores tipo 2

(predominantes en la respuesta inmune celular de la CU), el incremento de la
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produccion colénica de mucina y la capacidad de alterar la motilidad intestinal. Otros

estudios, sin embargo, no han demostrado tal utilidad.
» Dieta.

Puesto que lo que ingerimos supone la mayoria de los antigenos no bacterianos
presentes en el tubo digestivo, parece logico suponer que la dieta pueda tener
influencia sobre la susceptibilidad de desarrollar CU. Existen varios estudios caso-
control en los que se han examinado diversos habitos dietéticos, aunque en general
presentan numerosos sesgos que dificultan la interpretacion de sus resultados.

Se ha asociado el consumo de hidratos de carbono refinados (en EC, sin que se haya
demostrado relacion en CU) y la “comida rapida”, el reciclaje de aceite y el uso de
distintos tipos de aceites implicados en la cadena del 4cido araquidénico como factores
de riesgo. Por otro lado hay datos que sugieren un posible efecto beneficioso la

suplementacion dietética con acidos grasos poliinsaturados.

La fibra, en relacion con la produccion de 4&cidos grasos de cadena corta
(fundamentalmente butirato) tendria un efecto protector, y se ha mostrado eficaz para

mantener la remisién en pacientes con CU.!!

La retirada de los lacteos se ha relacionado con una mejoria en el curso clinico de la
enfermedad, mientras que su reintroduccion se asocia a una reaparicion de los
sintomas, y parece existir asociacion entre la sensibilizacion a las proteinas de la leche
de vaca en la infancia y el desarrollo posterior de CU. Sin embargo, no existe ningun
fundamento cientifico para prohibir el consumo de productos lacteos a los pacientes
con EC y CU, ya que hasta ahora ningin componente de la leche ha demostrado ser
favorecedor de la inflamacion intestinal, ser capaz de desencadenar un brote o causar
la enfermedad. Bien es cierto que un determinado porcentaje de personas no son
capaces de asimilar totalmente la lactosa de forma que en el colon puede provocar
diarrea o0 gases. Por esta razon, se recomienda limitar el consumo de leche durante los

brotes solo si este consumo de leche aumenta claramente su diarrea.
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1.4.3. Sintomas.?®

Los sintomas pueden ser mas o menos graves. Pueden comenzar gradual o
repentinamente. Aproximadamente la mitad de las personas soélo tienen sintomas
leves. Otras tienen episodios mas graves que ocurren con mayor frecuencia. Muchos

factores pueden llevar a que se presenten ataques. Los sintomas abarcan:

o Dolor abdominal (area ventral) y calicos.

« Un sonido de gorgoteo o chapoteo que se escucha sobre el intestino.

e Sangrey pus en las heces.

« Diarrea, desde sdlo unos cuantos episodios a diarrea muy frecuente, que puede
conllevar a la pérdida de peso.

o Fiebre.

e Sensacion de que necesita evacuar las heces, aunque los intestinos ya estén
vacios. Puede implicar esfuerzo, dolor y cdlicos.

o Pérdida de peso.
Otros sintomas que pueden ocurrir con la colitis ulcerativa abarcan los siguientes:

e Dolor e hinchazon articular.
o Llagas (Glceras) bucales.
o Nauseas y vomitos.

« Protuberancias o Ulceras en la piel.
1.4.4. Epidemiologia:

La CU es una enfermedad de distribucion universal pero cuya incidencia ha presentado
tradicionalmente importantes variaciones geograficas, existiendo zonas de alta
incidencia con entre 6 y 15 casos por 100.000 habitantes, y de baja (Asia y América del
Sur) con una incidencia 10 veces menor. En la actualidad, en nuestro pais las tasas
rondan entre 0,6 a 8 casos por 100.000/afio con un valor medio de 3,8.%% Ademas, el
llamado gradiente norte-sur se ha hecho cada vez mas discreto siendo la incidencia de
EC y CU en Asturias semejante a la de los paises del norte de Europa.®® En cualquier
caso, resulta dificil establecer la incidencia y prevalencia real de Ell por la diversidad de

los métodos diagndésticos empleados en los distintos estudios.
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» Razay etnia.

Es mas frecuente en la raza blanca y en los judios Ashkenazi centroeuropeos, siendo

minima en la raza negra.
» Edad y sexo.

La mayor parte de los enfermos inician su enfermedad entre los 15 y los 40 afios, con
un segundo pico de aparicion entre los 55 y los 65 afios. En nuestro pais hay dos picos
maximos de incidencia, uno entre los 25 y 35 afios y otro entre los 65-75 afios, siendo
la edad media de los enfermos de 43,95 (IC 95%:42,48-45,42). Este hecho es de gran
importancia para la evolucién y el prondstico, ya que a mayor precocidad del debut,

peor suele ser la evolucion.

La enfermedad tiende a ser mas frecuente en mujeres, aunque muchas otras series no

han demostrado diferencias entre ambos sexos.*")
1.45. Clinicade la colitis ulcerosa.

La clinica de la CU varia segun la extension de la afectacion colénica y el grado de
actividad inflamatoria de la mucosa. Su inicio suele ser insidioso, de tal forma que el
diagnoéstico puede retrasarse semanas 0 meses. En otras ocasiones, en cambio, se
presenta de forma grave con un curso rapido semejando cuadros infecciosos con los
gue debe realizarse el diagnéstico diferencial. Los sintomas mas frecuentes de la
enfermedad son la rectorragia y la diarrea. El nUmero de deposiciones esta aumentado
y su volumen disminuido, como consecuencia de la inflamacion rectal, lo que a su vez
ocasiona urgencia, tenesmo e incontinencia rectal. Cuando la afectacion es intensa se
produce la emision de moco, sangre y/o pus que aparece mezclada con heces de
consistencia normal en los casos de rectitis (incluso pueden presentar estrefiimiento
por enlentecimiento del transito colonico en el tramo sano) o sangre aislada, y heces

liquidas cuando la afectacién es mas extensa.

El dolor abdominal suele ser de tipo cdlico, estando en relacion con el incremento de la
tension en la pared del colon inflamado durante sus contracciones musculares. Otros
sintomas sistémicos son astenia, anorexia, pérdida de peso, nauseas, vomitos y fiebre

que aparecen junto con el dolor abdominal casi de forma exclusiva en las formas
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extensas. Otra sintomatologia secundaria puede venir determinada por anemia
ferropénica por la rectorragia, por la supresion medular caracteristica de las
enfermedades crénicas o secundaria a los farmacos utilizados en el tratamiento como

la sulfasalacina, azatioprina o 6-mercaptopurina.
1.4.6. Criterios histologicos:
1.4.6.1. Hallazgos macroscopicos.

La CU es una enfermedad que afecta exclusivamente al colon siendo la distribucion de
la inflamacion variable. La afectacion es habitualmente més intensa en el recto y se
extiende, de forma continua, en sentido proximal en una longitud variable: entre el 40 y
el 50% de los pacientes presentan una enfermedad limitada al recto (rectitis o proctitis
ulcerosa) o al recto y sigma (rectosigmoiditis ulcerosa); del 30 al 40 % de los casos
muestran afectacion inflamatoria méas alla del sigma pero sin afectar a todo el colon
(colitis izquierda y colitis extensa); el 20% restante desarrollan inflamacion que afecta a

todo el colon (pancolitis).=®

Asimismo puede haber presentaciones atipicas: puede objetivarse una mucosa rectal
aparentemente indemne como consecuencia del uso de tratamientos tdpicos
(supositorios, enemas o0 espuma), y mas raramente en brotes agudos graves, una
afectacion en el colon proximal mucho mas grave que en el recto. Por otro lado,
pueden aparecer areas aisladas de afectacion cecal o apendicular en el contexto de
una colitis izquierda (parche cecal). Hasta en el 10%, puede observarse una ileitis

terminal limitada denominada “ileitis por reflujo”.

En casos de inflamacién leve, la mucosa colonica aparece hiperémica, edematosa y
granular, mientras que en la afectacién grave se observa una mucosa hemorragica, con
lesiones ulceradas inicialmente de pequefio tamafio pero que pueden llegar a confluir y
profundizar hacia la lamina propia. Mas raramente pueden parecerse a las Ulceras
lineales serpenteantes de la EC. Con frecuencia los bordes necrosados de uUlceras
adyacentes conectan entre si creando puentes mucosos. En la enfermedad de larga
evolucion suelen aparecer los llamados “pseudopdlipos” como resultado de la
regeneracion epitelial exagerada. Durante los periodos de remision, la mucosa puede

ser macroscopicamente normal, pero tras afios de recurrencias va presentando una
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apariencia atréfica con disminucion del diametro de la luz y pérdida de la haustracion
normal y persistencia de los pseudopdlipos. Mas raramente pueden aparecer estenosis

fibrosas, aunque mucho menos frecuentemente que en la EC.1*®!
1.4.6.2. Hallazgos microscopicos.

El diagnostico anatomopatolégico de la CU implica una serie de datos caracteristicos,
aunque no patognomonicos, a nivel histolégico. Los fendmenos inflamatorios se limitan
a la mucosa a diferencia de la EC. La lamina propia aparece edematosa y sus capilares
dilatados y congestivos con extravasacion de hematies. Existe un infiltrado inflamatorio
compuesto por neutrdéfilos, linfocitos, células plasmaticas, macrofagos, eosinoéfilos y
mastocitos de mayor a menor nimero. Ademas ese infiltrado pasa a ser transmucoso.
Los neutrdfilos invaden el, habitualmente en las criptas, originando los abscesos
cripticos caracteristicos de la enfermedad. También pueden invadir la pared de la cripta
(criptitis) o producir dafio epitelial destruyendo las criptas.®® Entre los cambios

arquitecturales que ocurren en la cripta destacan:

v' Acortamiento de las criptas y aumento de la separacion entre ellas y la
muscularis mucosae (lo que se conoce como plasmocitosis basal).
v' Desaparicién de las criptas.

v’ Bifurcacion y ramificacién de las criptas.

Es frecuente el acimulo de células plasmaticas entre el fondo de la criptas y la
muscularis mucosae (lo que se conoce como plasmocitosis basal), constituyendo otro
dato fiable para el diagnostico de CU. Desde el punto de vista estructural, ademas de
las alteraciones descritas en las criptas, existe una irregularidad de la superficie
epitelial que adquiere un aspecto villiforme o pseudovilliforme. En los casos de mayor
gravedad, la superficie epitelial se aplana y ulcera hasta la muscularis mucosae. En
casos de dilatacion aguda grave, la ulceracion puede incluso alcanzar la muscular
propia y dar lugar a un patron de miocitolisis difusa. Ademas, los pequefios vasos
inmediatamente subyacentes a una zona ulcerada pueden mostrar fendbmenos de
vasculitis aguda. Todos estos datos también pueden observarse en la EC, sin embargo
son mas frecuentes en la CU. Igualmente, apoyan el diagnéstico de CU, la existencia

de alteraciones mas intensas en zonas distales de colon y la intensa depleccion de
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mucina. En los periodos de remision clinica, la histologia colonica puede regresar a la
normalidad, sobre todo en brotes leves al comienzo de la historia natural de la CU; pero
con el tiempo es mas frecuente la evidencia de distorsion arquitectural con disminucion
del numero de las criptas, glandulas bifidas y acortadas, asi como la presencia de otros
hallazgos como la metaplasia de las células de Paneth, la hipertrofia neuronal y la

hiperplasia fibromuscular de la muscularis mucosae.®®

El estudio histolégico no sélo es importante desde el punto de vista diagndéstico sino
gue su examen permite también una evaluacion de la actividad de la enfermedad. Este
uso de la histologia se introdujo en los afios 50 evaluando hechos como la naturaleza y
distribucion del infiltrado inflamatorio, el grado de destruccién glandular y la ulceracion.
Posteriormente se han desarrollado diversos baremos que se utilizan especialmente
para estudios de investigacion y que son de especial utilidad en la evaluacion de los
periodos de actividad de la enfermedad. También es importante en la identificacion de
complicaciones tardias como la displasia o el cancer, mediante colonoscopia con toma
de biopsias multiples. Para mejorar la identificacion de la displasia se han desarrollado
técnicas de citometria de flujo para detectar cambios en el contenido nuclear de ADN,
técnicas de inmunohistoquimica para objetivar mutaciones del gen supresor de tumores

p53, y otras.
1.4.7. Diagndstico de la CU.

No existe ningun sintoma ni signo de la enfermedad que sea patognomonico, por lo
gue para llegar al diagnéstico de CU deben reunirse una serie de datos clinicos,
biologicos, endoscopicos, radioldgicos e histoldgicos sugestivos de ella y descartar
otras entidades que pueden cursar con sintomatologia parecida por inflamacién de
colon. Los criterios propuestos por Lennard-Jones son los mas comunmente utilizados.

Consideran unos criterios de inclusion y otros de exclusion.
1.4.8. Tratamiento de la colitis ulcerosa.

En la actualidad no existe un tratamiento etiologico para la curacion de la colitis
ulcerosa, y el tratamiento sintomatolégico empleado se dirige a controlar la inflamacion
y reducir los sintomas y la pérdida de liquidos y nutrientes. Algunos investigadores han

reportado sustancias de origen natural con actividad antiinflamatoria en la colitis
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ulcerativa, como es el caso del producto natural pleural (B-1,3 glucano), aislado de
Pleurotas ostreatus, y la leptina, hormona producida principalmente por el tejido
adiposo. Diversas terapias nutricionales se recomiendan para los pacientes con colitis
ulcerativa: glutamina, RNA, aceite de pescado, formula multinutriente, gamma &cido
linoleico, enemas de butiratos, pancreatina y fibras vegetales. Aunque estas ultimas no
son digeribles en la porcién alta del tracto gastrointestinal, pueden ser metabolizadas
por las bacterias intestinales a nivel del colon, para producir acidos grasos de cadena
corta. Se conoce que cuando disminuye la cantidad de acidos grasos de cadena corta
en el colon puede producirse dafio a nivel de la membrana de la mucosa lo que se
aprecia en el caso de la colitis, donde la ausencia de esta proteccion convierte inactivo
a un segmento del intestino. El estado inflamatorio puede ser revertido por una
aplicacion intraluminal (enemas) de acidos grasos o butiratos, aunque tanto en
pacientes como en animales de experimentacion estos resultados no siempre se
obtienen. La suplementacién oral con fibras o prebidticos en general, se cree pueda ser

una alternativa a la aplicacion de los enemas.®®
1.4.9. Colitis Ulcerativa (CU) experimental.

En la actualidad se estan buscando diferentes estrategias y/o alternativas que
contribuyan a dilucidar los mecanismos implicados durante la iniciacion, desarrollo y
prolongacion del proceso inflamatorio que se desencadena en la Colitis Ulcerativa de
una forma que no podria ser posible en humanos. Los modelos animales que se han
venido utilizando han ayudado a comprender distintos aspectos de la patogenia, uno de
ellos es que apoyan la hipétesis de que la iniciacién y perpetuacion de inflamacion
intestinal son el resultado de una respuesta inmune exagerada mediada principalmente
por linfocitos TCD4+ y macrofagos ante antigenos bacterianos normalmente presentes

en el intestino.!*

Existe una gran variedad de modelos experimentales de colitis: genéticos o inducidos
por agentes quimicos. La mayoria de estos modelos han sido desarrollados en
roedores, especialmente en rata o en ratdn, debido a las caracteristicas clinicas que en
ellos se puede generar siendo muy similares, hasta cierto punto, a las propias de los

pacientes con colitis ulcerosa.!”
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Los modelos animales mas empleados para el estudio de esta patologia, basicamente
estan clasificados en cuatro categorias: modelos inducidos por agentes exdgenos o
quimicos, modelos espontdneos, modelos inducidos por manipulacion genética y

modelos de transferencia de células T a animales inmunodeficientes.
1.4.9.1. Colitis experimental inducida quimicamente:

En este grupo se incluyen los modelos experimentales en los que la inflamacion
intestinal es inducida por la administracion de agentes exdégenos. Son modelos muy
sencillos que permiten estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria intestinal. La colitis experimental puede inducirse por medio de
la administracion de enemas intracolénicos de é&cido acético, acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS) y oxazolona, o por via oral, como en el caso de los
polimeros sulfatados, siendo el mas empleado el Sulfato de Dextrano Sodico (DSS).

Colitis ulcerativa inducida por acido acético.

El acido acético diluido es un agente quimico que actlia como un irritante sobre la
mucosa del colon a través de la instilacion intrarrectal, desencadenando una colitis
aguda difusa y transitoria. Puede contribuir a la lesion aguda en la que se desencadena
un aumento de algunos marcadores inflamatorios que se correlacionan con la gravedad

del proceso inflamatorio intestinal.*

La lesién inicial es una necrosis epitelial que afecta la submucosa y las capas
musculares en funcion de la concentracion y el tiempo de exposicién. Se caracteriza
por engrosamiento del colon, infiltracion de linfocitos, macrofagos y neutrofilos,
incremento de la permeabilidad de la mucosa y aumento de la produccion de 6xido

nitrico y citosinas proinflamatorias como IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8.
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Capitulo II: Materiales y métodos

2.1. Materiales y Reactivos empleados:

>

Equipos, instrumentos de medicion, instrumental:

Estufa (Binder USA)

Molino de cuchillas (KMf 10 basic .IKAR® WERKE)
Densitémetro (Density Specific Gravity Meter DA-130N, Kyoto)
Homogeneizador de tejidos (Heidolph)

Sonicador (Sonics vibracell)

Micrétomo Tipo deslizamiento horizontal (Reichert)
Destilador de agua automatico (PN 1430 Selecta)
Balanza analitica (Gibertini)

Balanza técnica (Sartorius BP410).
Espectrofotometro Photolab 6100vis

Microscopio (Olympus)

Cristaleria variada

Céanulas esofagicas y rectales

Instrumental quirdrgico

Reactivos:

Etanol, UNI-Chem.

n-butanol-piridina.

Dodecilsulfato de sodio (SDS).

Acido tiobarbittrico (TBA).

Acido acético, UNI-Chem.

Solucién Salina Fisiolégica (SSF) 0.9%, UNI-Chem.
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Materiales y métodos

- o-dianisidina (sigma).
- Tampon de dicloro etano de o-dianisidina.
- Tampon fosfato salino.

- Tampdn de HCI-glicocola.

- Solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (BHTA) al 0,5%.
- Tetrametilbencidina (TMB).

- Perdxido de hidrogeno al 1%.

- Butil-hidroxi-tolueno (BHT).

- Triton X-100 al 0,1%.

- Buffer glicina CIH.

- Hemoglobina acida al 3,3%.

- Tricloro acético al 5%.

- HCI 1N.

- Hidréxido de sodio 0,1 M.

- Tricloruro de hierro (lll) FeCI3.6H20
- Formaldehido (Formol).

- Agua destilada.
2.2. Tipo de estudio.

Se llevé a cabo un estudio experimental, fitoquimico y farmacolégico, del extracto
hidroalcohodlico de Agave brittoniana T. (A. brittoniana), en el periodo comprendido

entre los meses de enero y mayo de 2014.

El estudio fitoquimico se realiz6 en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas. El estudio farmacolégico del extracto

se llevo a cabo en el Centro de Toxicologia de Villa Clara.
2.3. Universo.

Se utilizaron ratas Sprague- Dawley, machos, de peso corporal 180 a 200 ¢
provenientes del Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), sometidas a condiciones de alimentacion convencional, agua ad
libimtum, asi como ciclo de luz/oscuridad de 12/12, temperatura ambiente de 25°C y

humedad controlada de 50% a 70%.
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2.4. Muestra.

Se corresponde con 32 ratas machos SD con peso corporal entre 180 a 200g. Una vez
terminado el estudio se colectaron muestras de tejido colonico, para determinaciones

bioguimicas y analisis histopatolagico.
2.5. Recoleccion del material vegetal.

Las hojas de Agave brittoniana T. fueron recolectadas en horas de la mafiana en el
Centro de Estudios del Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas, entre los meses de enero y mayo de 2014. El material recolectado fue trasladado
en bolsas de nylon al Laboratorio de Quimica Farmacéutica del departamento de
Licenciatura en Quimica de la Facultad de Quimica-Farmacia y lavado con abundante
agua potable. Previo al procesamiento del material, se realiz6 la comprobacién
botanica de la especie por un experto, el MsC. Idelfonso Castafieda Noa, profesor
auxiliar del Centro de Estudios del Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta
Abreu” de Las Villas. Ejemplares de la planta se compararon con muestras
identificadas en el herbario localizado en la citada institucién, bajo el numero de serie
HPVC # 5445.

2.5.1. Preparacion del material vegetal.

Cada hoja de la planta se cortd en pequefios pedazos, retirandole la corteza,
posteriormente se secé mediante calor artificial utilizando estufa Binder (USA) a 50°C,
extendiendo estos pequefios pedazos en toda la superficie de la estufa. Las hojas se
secaron durante aproximadamente 10 dias hasta obtener un peso constante, para
luego ser molinadas en un molino de cuchillas con una apertura de malla de 3 mm

marca KMf 10 basic .IKAR WERKE, logrando obtener un polvo fino.
2.6. Caracterizacion fisico-quimica del extracto.
2.6.1. Obtencidn del extracto.

Una vez que el material vegetal se encuentra seco y molinado, se procedié a la
maceracion con agitacion manual protegido de la luz, durante 7 dias, de 322 g del
polvo fino previamente obtenido en etanol al 70%, hasta decoloracion total de la

mezcla.
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El extracto hidroalcohdlico obtenido se evapord a 40° C y presion de vapor, hasta
obtener una mezcla pastosa que contiene el crudo de metabolitos, la cual fue colocada
en la estufa a 40° C hasta su secado total. La mezcla seca se resuspendié en agua
para preparar el extracto blando a una concentracion de 60 mg/mL en base a los

solidos totales.

Para la caracterizacion del extracto se determinaron los siguientes parametros segun
se establece en la Norma Ramal de Salud Publica #312: Extractos, fluidos vy tinturas.

Métodos de ensayo”.*?

2.6.2. Caracteristicas organolépticas.
2.6.2.1. Determinacion del olor.

Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de anchura por 10 cm de
longitud y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se olid y se determind si

correspondia con la caracteristica del producto.
2.6.2.2. Determinacion del color.

Se tomo un tubo para ensayos bien limpio y seco, se llen6 hasta las tres cuartas partes
con la muestra de ensayo y se observd el color verde olivo, no transparencia, ni

presencia de particulas y separacion en capas.*?

2.6.3. Determinacién del pH.

Se ajustd el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango en que se
realizara la determinacion del valor del pH de la muestra. Se introdujo directamente los

detectores del pH-metro en la muestra y se realizé la lectura.?

2.6.4. Determinacioén del indice de refraccion.

Se coloco sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada, utilizando para ello
una varilla de vidrio sin cantos agudos, se ajusto el equipo seleccionando la zona del
espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccién del reticulo sobre la linea limite de

los campos claro y oscuro.

Se realizaron tres lecturas y se calculd el promedio de las mismas.*?
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2.6.5. Determinacion de la densidad relativa.
Se determind la densidad relativa a las cuatro muestras de ensayo con el densitometro.
2.7. Evaluacion fitoquimica del extracto.

Con el objetivo de profundizar en la composicion quimica del extracto evaluado en el
acapite anterior se realizo la evaluacion fitoquimica de este, para lo cual se llevéd a cabo

un tamizaje fitoquimico.

2.7.1. Determinacion cualitativa de los metabolitos de la planta presentes en el

extracto.

Para evaluar la posible composicién quimica del extracto de Agave brittoniana T. en
cuanto a metabolitos secundarios se llevé a cabo el tamizaje fitoquimico siguiendo la

técnica descrita por Miranda y Cuéllar.[*?!

2.8. Evaluacién farmacolégica del extracto hidroalcohdélico de A. brittoniana en

colitis ulcerativa.

Se utiliz6 un modelo agudo de induccion de la colitis, usando como modelo biolégico
ratas Sprague-Dawley con 18 h de ayuno. Los animales, previamente anestesiados con
éter, recibieron una Unica administracion intracolon de 1 mL de &cido acético al 2,5 %
para inducir la CU. Antes de la aplicacion rectal del irritante, se lavé con SSF 0,9%, el
area correspondiente a 8,0 cm de recto, que coincide con el lugar de aplicacion. Una
vez instilado el &cido acético, se retirdé a los 60 segundos de contacto con la mucosa,
igualmente con SSF 0,9%. La canula se introdujo con el auxilio de un lubricante
hidrofilo, para evitar cualquier dafio mecanico ajeno al modelo de irritacion colénica que

se evalla.

Se emplearon cuatro grupos experimentales, de 8 animales cada uno. Fue utilizado
como control positivo una suspension de concentracion 1 mg/kg del antiinflamatorio

esteroideo prednisolona. El disefio de experimento se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1: Disefio experimental de la aplicacion de los productos evaluados en cada

grupo.

Via de Grupos experimentales
administracion | [l 1l \V;
Intracolénica SSF 0,9% Acido acético Acido acético Acido acético
Oral Aqua AQua. Prednisolona Extracto hidroalcoholico
9 g (Img/kg) (600mg/Kg)

Las sustancias por via oral fueron administradas después de inducida la colitis
experimental, cada 24 horas. La administracion oral se realizd utilizando un catéter

esofagico (volumen 5 mL/KkQ).

Los animales fueron pesados al comienzo del ensayo y previo al sacrificio a las 48 h de
la induccién con el acido acético. Posterior al sacrificio se tomaron las muestras de
tejido colénico para su pesaje, el analisis macroscopico, microscopico y las

determinaciones bioguimicas.

Las alteraciones intestinales inducidas en el proceso inflamatorio se caracterizaron
macroscopica, microscopica y bioguimicamente para ser comparados entre los

diferentes grupos.
2.8.1. Caracterizacion macroscoépica.

Después de sacrificadas las ratas, se tomd una muestra del colon similar en dafio y
longitud (10 cm) en todos los animales de manera aséptica y se coloc6 sobre una placa
con hielo. Se limpiaron de heces y mesenterio con agua destilada y solucién salina, se
colocaron sobre papel de filtro y se pesaron. Considerando la extension y la severidad
del dafio colbnico, dos observadores graduaron cada muestra, en una escala de 0 a 10

segun como se lista a continuacion:
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2.8.2.

apariencia normal
hiperemia
hemorragia

una ulcera

A W N B O

2 sitios de ulceracion o mas

5 ulceracion extendida mayor que 1 mm a través de la longitud del colon
6-10 si el dafio cubre mas de 2 cm a lo largo de la longitud del colon. La escala
se incrementa en 1 punto por cada centimetro adicional involucrado.

Caracterizacion microscopica.

Se analizaron muestras de colon (0,5 cm de longitud), de la zona adyacente al mayor

dano

macroscopico. El tejido colonico se fij6 en una solucibn tamponada de

formaldehido (al 4% en tampon fosfato, pH 7,2), durante tres dias. Luego se

deshidrataron con alcohol a concentraciones crecientes hasta alcohol absoluto y se

incluyeron en parafina. Con ayuda de un micrétomo se realizan cortes de 3 — 5 um, de

grosor que son posteriormente tefiidos con hematoxilina-eosina para su evaluacion

histol6gica mediante microscopia Optica.

Se utiliz6 la siguiente escala de valoracion del dafio histolégico en el intestino:

>

YV V V V

Infiltracion leucocitaria ----------------- Ninguna: O Leve: 1 Severa: 2

- epitelio(ILE), ldmina propia (ILLP), musculares mucosa ((ILMM), submucosa
(ILSM), musculares propia (ILM) y/o serosa (ILS)

Fibrosis -----==--=mmmmmm e Ausente: 0 Presente: 1

- mucosa (FM) y submucosa (FSM)

Marginacion de neutrofilos a la submucosa (MNSM): ----Ausente: 0 Presente: 1

Edema en la submucosa (ESM): ----- Ausente: 0 Parcheado: 1 Confluente: 2
Necrosis epitelial (NE): ------------------- Ausente: 0 Localizado: 1 Extensivo: 2
Ulceracion epitelial (UE): ---------------- Ausente: 0 Presente: 1

El por ciento de inhibicidon del dafio colénico macro y micro se evaluaran segun la

siguiente formula:
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o IDCc — IDCt
% inhibicion DC = TX 100 (1)

Siendo:

DC: Dafo coldnico.

IDCc: indice de dafio colénico (macro o micro) grupo control.
IDCt: indice de dafio colénico (macro o micro) grupo tratamiento.

Donde el indice del dafio colénico se determind por la sumatoria de todos los

parametros evaluados.
2.8.3. Determinaciones bioquimicas.

Fragmentos de colon correspondientes a la zona de mayor dafio observable
macroscopicamente fueron tomados. Se pesaron fragmentos de 100mg para cada
animal, los cuales fueron conservados en nitrégeno liquido las primeras 48 horas, y
después en - 40°C para ser procesadas en las primeras 96 horas de su extraccion. Se

cuantifico la actividad de mieloperoxidasa (MPO), malondialdehido (MDA) y catepsina.

2.8.3.1. Obtencién de homogenatos coldnicos

Los fragmentos del colon previamente pesados (100mg) y triturados sobre hielo, se
homogenizaron (homogenizador Heidolph) en una solucibn de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (BHTA) al 0,5% p/v en tampén fosfato salino con una
disolucién final 1:20 (p/v) durante 1 minuto. Seguidamente, el homogenizado se sonico
(Sonics vibracell) por 20 min, y luego se someti6 a tres procesos de
congelacién/descongelacién. Tras la Ultima descongelacion el homogenizado se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos se
utilizaron para la determinacibn de la actividad mieloperoxidasa (MPO),

malondialaldehido (MDA) y catepsina.

2.8.3.2. Determinacion mieloperoxidasa (MPO, EC 1.11.1.7).

Para este ensayo empleamos la técnica de la o-dianisidina reportada por Paya My
colaboradores, donde la mieloperoxidasa reduce al perdxido de hidrogeno y el oxigeno
liberado en esta reaccion se combina con o-dianisidina produciendo un compuesto

coloreado, la intensidad de color es proporcional a la actividad de MPO.!
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Se utilizaron 10 yL del sobrenadante mas 200 uyL de una solucion tampdn de dicloro
etano de o-dianisidina y posterior adicion de 50 pyL de perdxido de hidrégeno al 1%.
Cada ensayo se realizé por duplicado. La mezcla se incub6 durante 3 minutos a 37° C.
Seguidamente la muestra se centrifugdé a 3 000 rpm durante 5 min. La actividad de la
enzima se determind por el método del punto final en un espectrofotbmetro marca
Photolab 6100vis a una longitud de onda de 460 nm. Se defini6 una unidad de
actividad de MPO como la cantidad de enzima necesaria para catalizar un incremento
en la absorbancia de 0,1 a 460 nm por minuto a 25°C. La actividad especifica de MPO

se expres6 en U/mg de proteina.
2.8.3.3. Determinacion del malondialdehido (MDA)

Para la determinacion de lipoperoxidos en tejido colénico se empledé una técnica

colorimétrica basada en la reaccién del TBA descrita por Asakawa y Matsushita,

que
producen un compuesto coloreado que se ley6é a 535nm en espectrofotbmetro marca

Photolab 6100vis.
Se afiadieron 100 yL de homogenato, 100 yL de H,O destilada (blanco), 100 uL de

disolucién patron o 100 pL de disoluciéon control (muestra control). A continuaciéon se
afiade la mezcla reactivo (0,1 mL de reactivo antioxidante, 0,1 mL de reactivo
catalizador y 1,5 mL de disolucién tampén. La mezcla de reaccién se mantuvo 60
minutos a 5° C. Transcurrido este tiempo, se llevo a ebullicion en un bafio de agua a
una temperatura entre 95°C y 100°C durante 60 minutos, para desarrollar la maxima
coloraciéon en todas las muestras y patrones. Una vez verificada la reaccion, se
procedié a la extraccion de los aductos con 2,5mL de una disolucion de n-butanol-
piridina (15:1 V/V) y 0,5mL de agua destilada, enfriando previamente los tubos en un
bafio de hielo. Tras mezclar y centrifugar a 4000 r.p.m. durante 10 minutos, el
sobrenadante se leyd a una A 532nm, frente a un blanco de reactivos. La

lipoperoxidacion lipidica se reporté en nmoles MDA/g de tejido.[**

2.8.3.4. Determinacion de la catepsina D (3.4.4.23).1%°!

La actividad de la Catepsina D (3.4.4.23) se determind por el método de Bowes W y

colaboradores (1967),*” el cual usa una mezcla de reacciones cuya composicién es la
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siguiente: Hemoglobina acida al 3,3%, buffer glicina CIH pH=3 (0,16M) y Triton X-100
al 0,1%. La reaccion se inicio por adicion de 0,4 mL de homogenizado a 0,6 mL de la
mezcla del buffer, sustrato y triton anteriormente sefialado y se incubo a 37°C durante 2

horas. El blanco enzima se prepar6 de idéntica forma pero solo se incub6 2 min.

La reaccion se detuvo con la adicion de 2 mL de &acido tricloro acético frio al 5%. La
actividad enziméatica se expresa como (U/g).

En cada ensayo de los parametros bioquimicos los grampos de proteina presentes en
la muestra se determiné segun la técnica de Lowry D. y colaboradores (1951).14"!

Para cada parametro bioquimico se determiné el % de reduccion en los de los grupos

de tratamiento (prednisolona y A. brittoniana) con respecto al control sin tratamiento.

. Respuesta CST — Respuesta GT
% Reduccion = Respuesta CST x 100 )

Siendo:
% Reduccion: porcentaje de reduccion de los parametros bioquimicos.
Respuesta CST: respuesta del parametro bioquimico del grupo sin tratamiento

Respuesta GT: respuesta del pardmetro bioquimico del grupo tratado
2.9. Andlisis estadistico:

Los datos fueron procesados por el paquete estadistico SPSS para Windows Versiéon
8.0. Se determind la media y desviacion standard de los parametros evaluados para
cada grupo experimental, las diferencias entre los diferentes paradmetros obtenidos en
cada grupo experimental se realiz6 aplicando ANOVA de una via. Las comparaciones
entre grupos seran realizadas utilizando los tests de Kruskal-Wallis y Mann-Witney con

un intervalo de confianza del 95%, en las muestras no paramétricas.

2.10. Aspectos éticos y de bioseguridad.

Todos los experimentos fueron ejecutados cumpliendo los requisitos descritos en el
Manual de Bioseguridad del CENTOX, que implican la correcta manipulacion de las
muestras y desechos bioldgicos, el uso de los implementos de seguridad para el

investigador, asi como la ejecucion de las pruebas en lugares idoneos, que garanticen

31



Materiales y métodos

no solo la calidad de la investigacion, sino también la proteccion del personal y del
medio ambiente. Se observé el cumplimiento de los principios éticos en la
experimentacion animal, referente a mantener el bienestar de los animales durante el
ensayo y aplicar los métodos aceptados para la ejecucion de las técnicas que implique
abordaje invasivo del animal. Al concluir la experiencia se procedio al sacrificio por
meétodos aceptados que no causen dolor y sufrimiento al animal (sobredosis de

anestésico, seguido de dislocacién cervical).
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Capitulo lll: Resultados y discusion

3.1. Recoleccion del material vegetal.

La recoleccion de hojas de la planta se realizo en el Jardin Botanico de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, en horas tempranas de la mafana, y se ejecutd de
forma manual, como técnica recomendada para plantas silvestres. Se procuré tomar
las partes de interés, y dejar hojas suficientes que garantizaran el normal desarrollo de
la planta y un uso sostenible de este recurso.

El material vegetal se colecté en buen estado vegetativo y exento de materias extrafas,
identificandose a través de herramientas taxondémicas por el experto MsC. Idelfonso
Castafieda Noa, profesor auxiliar del Centro de Estudios del Jardin Botanico de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, como Agave brittoniana T. Se
compard con la muestra correspondiente a la serie HPVC # 5445 del Herbario UCLV
del citado Centro de Estudios, correspondiendo en su totalidad con las caracteristicas

botanicas para la citada especie Agave brittoniana T.

Figura 1: Planta de Agave brittoniana T en el Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta
Abreu” de Las Villas.
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De esta manera pudo comprobarse que sus hojas se encuentran dispuestas en forma
de roseta, generalmente con espinas en los margenes o “dientes” y una espina
terminal. Son plantas perennes o monocarpicas. Su inflorescencia emerge del centro
de la roseta y puede ser en forma de espiga o ramificada, con las flores creciendo en
umbelas sobre los pedunculos laterales, correspondiéndose con la imagen antes

mencionada y con lo reportado en la literatura.*®

Las hojas recolectadas se lavaron cuidadosamente con agua potable garantizando la
limpieza del material vegetal.

Las plantas tras la recolecciéon mantuvieron su normal desarrollo y permitieron realizar
varias colectas; lo cual resulté ventajoso desde el punto de vista medioambiental al

reducir el impacto sobre la biodiversidad de la zona.

3.2. Caracterizacion fisico-quimica del extracto.

A partir del polvo fino obtenido de las hojas de Agave brittoniana T., se obtiene el crudo

de metabolitos del extracto hidroalcohdlico, segun se describe en el epigrafe 2.6.1.

Al analizar las caracteristicas organolépticas del extracto se puede plantear que
mantiene su olor caracteristico, ademas se puede observar que presenta un color
verde oscuro, con una transparencia definida. No se evidencié la presencia de

precipitados, de particulas, ni hubo separacion de capas.

Los valores de densidad relativa, indice de refraccibn y pH para el extracto
hidroalcoholico procedente de las hojas de Agave brittoniana T. fueron 0,89, 1,39y 6,5

respectivamente.

Aungue estos parametros no estan normados para este extracto podemos plantear que
son adecuados tomando en consideracion la correspondencia con otras drogas

oficiales.
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3.3. Evaluacion fitoquimica de los extractos.

Se realizé la evaluacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico, obtenidos a partir de
las hojas de la especie Agave brittoniana T. con el objetivo de profundizar en la

composicion quimica del extracto para lo cual se llevo a cabo el tamizaje fitoquimico.

3.3.1. Determinacion cualitativa de los metabolitos presentes en la planta

(Tamizaje fitoquimico).

El tamizaje fitoquimico es ampliamente usado para evaluar la composicion de las
drogas vegetales, pero es importante sefalar que los resultados obtenidos mediante
estas técnicas ofrecen solo una visidbn de la composicibn quimica de la planta a
estudiar y que no puede tomarse en ningun caso como un resultado concluyente, ya
gue en la presencia o ausencia de un metabolito pueden influir la concentracion de los
mismos, la solubilidad en el disolvente empleado y las interferencias de otros
componentes.

Los resultados obtenidos en la realizacién de los ensayos para la determinacion de
metabolitos presentes en el extracto analizado se muestran en la tabla 2. Se destaca la
presencia de alcaloides, triterpenos y/o esteroides, azlcares reductores, saponinas,
aminoacidos y/o aminas y glicésidos. Estos resultados demuestran la riqueza
fitoquimica de la planta y revelan la presencia de saponinas, metabolito secundario que
se conoce que producen accion antiinflamatoria, expectorante, diurética, depurativa,
ténico-venosa y de disminucién del colesterol. Las saponinas esteroideas sirven como

materia prima en la hemisintesis de hormonas sexuales y corticales.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Guerra y colaboradores, al
demostrar la presencia mayoritaria de este tipo de metabolitos.?

36



Resultados y discusion

Tabla 2: Resultados de la determinacién cualitativa de metabolitos secundarios en el extracto

hidroalcohélico de Agave brittoniana T.

Metabolito Ensayo Hojas
Dragendorff +
Alcaloides Mayer +
Wagner +
Triterpenos y esteroides Liebermann-Burchard +
Quinonas Borntrager -
Cumarinas Baljat
Aceites esenciales y grasas | Sudan Il +
AzUcares reductores Fehling +++
Saponinas Espuma +++
Fenoles y taninos Cloruro de hierro (Ill) -
Aminoacidos y aminas Nihidrina +
Flavonoides Shinoda -
Glicosido Molish +
Glicosidos cardiotonicos Kedde-Raymond -

3.4. Evaluacion farmacologica del extracto hidroalcohélico de A. brittoniana en

colitis ulcerativa.

La suspension acuosa obtenida a partir del crudo de metabolitos del extracto
hidroalcoholico fue administrada al grupo de animales correspondiente, a una dosis de
600 mg/kg de peso. Los resultados fueron comparados con el grupo tratado con
prednisolona (1 mg/kg) y con los grupos no tratados (con y sin induccion de la colitis

ulcerativa por acido acético).
3.4.1. Variacion del Peso Corporal.

Para el analisis de la variacion del peso corporal durante el estudio se aplico el test de
ANOVA de una via. No se obtuvo diferencias estadisticamente significativa en ningin
caso (p=0,63). Sin embargo se aprecia una tendencia a la disminucion del peso
corporal al finalizar la evaluacion. Solo el grupo de la colitis sin tratamiento (CST) tuvo
una pérdida neta de peso corporal. El grupo tratado con prednisolona, aunque no
incrementd el peso al ritmo del grupo sano (SSF), el resultado neto de esta variable fue

un incremento neto del peso corporal. En el caso del grupo tratado con el extracto
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hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. observamos un incremento del peso corporal

similar al grupo sano.
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Figura 2: Variacion del peso corporal en los grupos en estudio. Los resultados se expresan
como la media + DE.

La pérdida de peso corporal es una consecuencia de la inflamacion a nivel intestinal en

el modelo de colitis ulcerativa por acido acético.

Los resultados de nuestro estudio coinciden con los obtenidos por Espitia y
colaboradores (2010).1“¥! Este utiliz6 un modelo agudo consistente en aplicar el acido
acético durante 72 horas, tras lo cual suministrd la sustancia de prueba, constatando
una tendencia a la disminucion del peso corporal. Al igual que en nuestra investigacion,
los animales con colitis y sin tratamiento tiene una tendencia a la disminucién del peso
corporal, manteniendo en ese caso un ayuno mas prolongado que en nuestras

condiciones (36h vs 18h) y una mayor duracion del estudio por Espitia (72h vs 48h).
3.4.2. Andlisis del Peso de los Fragmentos de Colon.

El peso de los fragmentos de colon obtenidos en cada uno de los animales, fue
tabulado (tabla 3). Se observo un ligero incremento del peso del fragmento intestinal de
los grupos sometidos al inductor de colitis con respecto al grupo sano (SSF), aunque

insuficiente para obtener significado estadistico al aplicar ANOVA (p>0,05)
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Tabla 3: Peso de los fragmentos de colon obtenidos en cada grupo de experimentacion. Los

resultados se expresan como la media + DE.

Grupos Peso del colon (g)
SSF 1,01+ 0,30
CST 1,33+£0,43
PRED 1,23+ 0,40
AGAVE 1,26 £ 0,32

3.4.3. Caracterizacién macroscopica:

Para la caracterizacion macroscoépica del intestino de las ratas objeto de estudio se
tuvo en cuenta la extension y la severidad del dafio col6nico para cuantificar el indice
de Dafio Coldnico (IDC).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3, donde se aprecia en el grupo de
colitis sin tratamiento (CST) una mayor graduacion. En este grupo predomind la
presencia de mas de un area de ulceracién o una Ulcera de gran extensién que provoco
graduaciones entre 5y 6. Tanto en el grupo del Agave como en el de la prednisolona el
grado de la lesion predominante fue 4, observandose un menor tamafio en las Ulceras y

la regién dafada.

6

indice de Dafio Colénico
Macroscopico
w

SSF CST PRED AGAVE

Figura 3: indice de dafio macroscopico en los grupos experimentales. Los resultados se

expresan como la media + DE.
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Las imagenes que se muestran en la figura 4 son ejemplos de algunas de estas

observaciones en los diferentes grupos experimentales.

Al determinar el indice de inhibicién de la ulceracion, con respecto al grupo CST, segun
los resultados de la observacidon macroscopica, el grupo tratado con la prednisolona
logré una reduccion del dafio del 40%, en cuanto al grupo del agave la inhibicion fue
del 37,5%.

C D

Figura 4: Fragmentos de colon. A) Grupo sin colitis: mucosa normal, sin presencia de eritema,
ni ulceracion. B) Grupo de CST: extensa zona de ulceracion con necrosis de la mucosa,
graduacion de 9. C) Grupo de la prednisolona: se aprecian zonas de hemorragias, inflamacion
del tejido y una graduacion de 4. D) Grupo del Agave: Fragmento de colon con graduacién 2

donde se observa una zona de hemorragia sin ulceracion.

La CU se presenta solamente en la mucosa del intestino grueso donde se desarrolla el

proceso inflamatorio afectandose fundamentalmente el colon, limitandose a la regiéon
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distal (recto-ano) del tracto intestinal. La lesion se puede extender progresivamente de
forma continua y la inflamacion altera las capas superficiales de la pared intestinal
esencialmente mucosa y submucosa que presenta un aspecto granuloso consecuencia
de la inflamacion, también hay necrosis del epitelio, edema e infiltracion de células

inflamatorias como neutrdfilos y eosindfilos en la lamina propia.

Los resultados obtenidos en la reproduccion del modelo CU experimental, coinciden
con otros autores, que sefalan que el acido acético diluido actia como un adecuado
irritante quimico local, provocando lesiones, ulceraciones y un incremento en el peso

del tejido colénico de las ratas.!*®

3.4.4. Caracterizacién microscopica del tejido coldnico:

Posteriormente se realiz6 la valoracion del dafio histolégico a través de la estimacién
de la infiltracién leucocitaria, la fibrosis, la marginacion de neutréfilos a la submucosa,
el edema en la submucosa, la necrosis epitelial y la ulceracion epitelial. Los resultados

obtenidos aparecen reflejados en la tabla 4.

Los resultados muestran el indice de dafio microscépico (ID), determinado aplicando el
criterio de Millar y colaboradores*® para cada animal y promediando en el grupo las
observaciones. El ID que se registré en el grupo sano (SSF), puede estar condicionado
por el dafio mecanico inherente a la via de administracion que se emplea para obtener
el modelo de colitis. En el caso del grupo del extracto hidroalcéholico del agave se
observa un ID significativamente menor que en los grupos que recibieron el inductor.
Este resultado demuestra el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de A.

brittoniana, en este modelo asi como su uso potencial en esta afeccion.

La caracterizacion microscopica mostré que el grupo CST presenté todos los signos de
dafo tisular correspondiente a un proceso inflamatorio, con infiltracion leucocitaria
severa, fibrosis y casos con necrosis epitelial y ulceracion epitelial. En otros modelos de
CU, como el inducido por TNBS el dafio que se aprecia en los estadios iniciales
también se caracteriza por focos discretos de necrosis e inflamacion.®® Los grupos que
recibieron tratamiento disminuyeron estos indicadores, siendo mas significativo en el

grupo del extracto hidroalcohdlico del agave (figura 5).
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Tabla 4: indice de dafio microscopico para cada uno de los grupos experimentales

PARAMETROS SSF CST PRED AGAVE
ILE 0,2 1,88 1,43 0
ILLP 0,2 1,88 1,43 0
ILMM 0,2 2,00 1,60 0
ILSM 0,2 1,88 1,43 0,25
ILM 0,2 1,88 1,43 0
ILS 0 1,50 1,29 0
FM 0 0,88 0,71 0,12
FSM 0,2 1,00 0,71 0,12
MNSM 0,2 1,75 1,00 0,12
ESM 0,2 0,88 1,00 0,12
NE 0,2 0,88 1,00 0,12
UE 0,2 0,88 0,86 0,12
ID 2 17,25 13,89 1

ILE: Infiltracion Leucocitaria Epitelial, ILLP: Infiltracion Leucocitaria Lamina Propia, ILMM:
Infiltracion, Leucocitaria Musculares Mucosa, ILSM: Infiltracion Leucocitaria Submucosa, ILM:
Infiltracion Leucocitaria Musculares Propia, ILS: Infiltraciébn Leucocitaria Serosa, FM: Fibrosis
Mucosa, FSM: Fibrosis Submucosa, MNSM: Marginacién Neutrofilos Submucosa, ESM:
Edema Submucosa, NE: Necrosis Epitelial, UE: Ulceracion Epitelial, ID: indice de dafio.

La caracterizacion microscopica mostré que el grupo CST present6 todos los signos de
dafo tisular correspondiente a un proceso inflamatorio, con infiltracion leucocitaria
severa, fibrosis y casos con necrosis epitelial y ulceracion epitelial. En otros modelos de
CU, como el inducido por TNBS el dafio que se aprecia en los estadios iniciales
también se caracteriza por focos discretos de necrosis e inflamacion.®® Los grupos que
recibieron tratamiento disminuyeron estos indicadores, siendo mas significativo en el

grupo del extracto hidroalcohdlico del agave (figura 5).
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A. B.
C. D.

Figura 5: Imagenes de muestras de colon 10x. A: Grupo SSF, se observa tejido sin dafio. B:

Grupo CST, se observa criptitis, microabcesos y displasia. C: Grupo prednisolona, se observa
fibrosis, ulceraciéon y edema focal. D: Grupo del Agave donde no se observa dafio histico.

3.4.5. Determinaciones bioquimicas.

Los resultados obtenidos para la determinacion de los parametros bioquimicos
mieloperoxidasa (MPO), malondialdehido (MDA) y la catepsina para cada uno de los
cuatro grupos experimentales, aparecen reflejados en la tabla 5.

Para la determinacion de la variacion de los parametros bioquimicos se aplico la
prueba de Kruskal Wallis para muestras independientes. Se observaron diferencias
significativas para la MPO (p=0,001) y la catepsina (p=0,023).
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Tabla 5. Valores obtenidos para la mieloperoxidasa (MPO), malonilaldehido (MDA) y la

catepsina. Los resultados se expresan como la media + DE.

Grupos MPO (U/mg) MDA(U/Q) CATEPSINA(U/Q)
SSF 0 2,30 +0,64 15,24 + 8,86
CST 680,04 + 461,47 2,36 +2,02 19,83 + 8,36
PREDNISOLONA 242,10 £167,81 2,20+ 1,53 21,69 £ 5,81
AGAVE 215,46 £ 92,81 1,44 + 0,94 10,59 + 4,30

El MDA, marcador de estrés oxidativo, se comportd de manera similar en todos los
grupos evaluados (p=0,489). Este resultado permite inferir que no es el ambiente
oxidativo el principal factor de generacién de dafio en este modelo y por tanto su
seguimiento o evaluacion de productos antioxidantes en este modelo no arrojarian
resultados relevantes. Resultados similares obtuvo Korenaga y coaboradores, al
evaluar este parametro bioquimico, pero en un modelo de CU en ratones, por sulfato

sédico de dextrano.Y

La MPO intestinal, indicador de infiltracion leucocitaria, increment6 su valor en todos los
grupos expuestos al agente inductor de la colitis. Estos resultados son consistentes con
otros autores que han constatado en diferentes modelos de CU aguda la sensibilidad
de este parametro.’? A pesar de que se aprecia una tendencia a la disminucién de
este biomarcador en el grupo tratado con el extracto hidroalcohdlico de Agave, no se
obtuvo diferencias significativas al comparar con el grupo CST (p=0,07), lo cual puede
estar condicionado para la desviacion estandar alcanzada, asi como el tamafio de la
muestra, que para este pardmetro en especifico debe ser mayor que 10 para obtener

resultados menos dispersos, con la respuesta del grupo tratado con la prednisolona.

La catepsina, indicador de necrosis tisular, disminuyd significativamente en el grupo
tratado con el extracto hidroalcohdlico de agave, en relacion con el resto de los grupos
sometidos al inductor de la colitis ulcerativa (p<0,05). De igual forma no se apreciaron

diferencias significativas con el grupo sano (SSF). Este resultado es consecuente con
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los hallazgos histopatolégicos, donde se observd un bajo indice de necrosis y dafio

histico en los grupos sefialados.

En la tabla 6 se muestran los porcientos de inhibicibn de la actividad de la MPO,
catepsina y lipoperoxidacién lipidica (MDA), de los grupos bajo tratamiento
farmacolégico en comparacion con el grupo con colitis que no recibié ningdn

tratamiento.

Tabla 6: Porcentaje de inhibicion de cada uno de los parametros bioguimicos determinados
para cada grupo con tratamiento farmacol6gico en comparacion al grupo con colitis y sin

tratamiento.

Grupos MPO MDA CATEPSINA
Prednisolona 62,12 37,35 15,40
Agave 68,32 38,85 46,62

Un estudio de correlaciones de Pearson demostro la relacion inversamente
proporcional entre la catepsina y la variacion de peso corporal (r= -0,38). Los
parametros MPO y catepsina mostraron una relacion directa (r=0,6). En el resto de las

variables no se constato relacion.

Tanto para la MPO como el pardmetro de lipoperoxidacion lipidica, el comportamiento
de ambos grupos fue similar, coincidiendo con los resultados mostrados previamente,
gue refuerzan la utilidad de la MPO como biomarcador para la colitis ulcerativa y para
evaluar la recuperacion o inhibicion del dafio tisular. En el caso del MDA en ninguno de
los grupos se alcanza mas del 40% de inhibicién lo cual justifica que este parametro no
resultara de mucho interés para la evaluacion de nuestros productos en este modelo.
Sin embargo solo la catepsina mostré un % de inhibicion de dafio tisular cercano al
50% en este modelo para el grupo bajo tratamiento con el A. brittoniana, coincidente
con los hallazgos microscopicos reportados de menor severidad para este grupo y lo
cual es promisorio para el empleo de este producto natural en esta afeccion.

El empleo del extracto hidroalcohdlico de A. brittoniana permitié disminuir el dafio en
mucosa provocado por el agente inductor de la colitis, registrandose menor severidad

del proceso ulceroso, incluso con mayor efectividad que la prednisolona.
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La MPO intestinal, indicador de infiltracion leucocitaria, fue estadisticamente superior al
grupo control negativo (SSF), observandose mayores niveles en el grupo de la colitis
gue no recibid tratamiento farmacologico (CST). Por otra parte la catepsina demostro
su sensibilidad en este modelo, el grupo del extracto hidroalcoholico de A. brittoniana
mostré valores similares al control SSF, lo cual se correlaciona con el diagnostico
histopatoldgico, donde se observé en la mayoria de los animales del grupo tratado con
el producto natural, condiciones similares al tejido del grupo sano, contrario a los
grupos de prednisolona y ain mas al CST. En el caso del MDA, indicador de estrés
oxidativo, no se constataron diferencias significativas entre los grupos experimentales,
por lo que este parametro no resulta ser lo suficientemente sensible para ser tomado
en consideracion en este modelo.

Las saponinas esteroidales presentes en el extracto hidroalcohdlico de A. brittoniana,
identificacion realizada por otros autores,® pudiera contribuir al efecto protector en la
mucosa intestinal, conociéndose que estos metabolitos pudieran activar la via de las
prostaglandinas que tienen un efecto citoprotector en la mucosa intestinal previniendo
la ulceracién y el dafio celular.®

Como se puede observar, el extracto hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. muestra
cualidades adecuadas para ser tenido en cuenta y continuar desarrollando las
investigaciones pertinentes con vistas al desarrollo de medicamentos contra la colitis

ulcerativa.
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Conclusiones

1. El incremento del peso corporal de los animales en estudio se afecto
negativamente en los grupos a los que se les indujo la colitis ulcerativa con &cido
acético. No obstante, se observa que el incremento del peso corporal de los
animales tratados con extracto hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. fue

estadisticamente similar al grupo sano.

2. El indice de dafio colénico en el grupo de animales tratados con el extracto
hidroalc6holico del Agave brittoniana T. fue significativamente menor que el de

los restantes grupos que recibieron el inductor.

3. El grupo de animales tratados con extracto hidroalcohdlico de Agave brittoniana
T. mostr6 que los valores de malondialdehido (MDA) fueron similares a los
grupos restantes y la mieloperoxidasa (MPO) disminuy6 discretamente. Solo la
catepsina disminuy6 significativamente, resultado consecuente con un bajo

indice de necrosis y dafio histico en el colon.

4. El extracto hidroalcohdlico de Agave brittoniana T. mostr6 cualidades adecuadas

como tratamiento potencial para la colitis ulcerativa.
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Recomendaciones

— Evaluar la actividad farmacolégica en otros modelos agudos y crénicos de colitis
ulcerativa, asi como el potencial hemolitico del extracto hidroalcohdlico de Agave

brittoniana T.
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