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Resumen

RESUMEN

La informacion etnobotanica y las propiedades fisicoquimicas del mucilago de
Opuntia ficus-indica permiten suponer que posee efecto terapéutico al aplicarlo a una
mucosa gastrica dafiada. Para analizar lo anterior, se utilizd un modelo de gastritis
subcronica, originada en ratas mediante la administracion de etanol.

La gastritis subcrénica se evidencié histolégicamente por la perturbacion de la
superficie epitelial, pérdida de células especializadas (fovea), edema de la submucosa,
caracterizado por la presencia de neutréfilos. Las ratas que ademas recibieron mucilago,
manifestaron una restauracion mas rapida en todos estos parametros, presentando una
disminucién del 41% en el nimero de neutréfilos infiltrados. Los hallazgos bioquimicos
indicaron; un incremento en el contenido de colesterol, alteracién en la relacién de
especies de fosfolipidos y de la relacion colesterol/fosfolipidos de las membranas
plasmaticas, eventos que indicaron una disminucion en la fluidez de la membrana por
efecto del etanol. Al aplicar el mucilago ocurrié un aumento en la velocidad de reversion
de estas alteraciones.

La administracién de etanol también origindé una disminucién en la actividad de la
enzima citosdlica alcohol deshidrogenasa. Al suspender la administracidon de etanol su
actividad fue constante, estableciéndose la condicion normal uUnicamente con la
administracion del mucilago.

Finalmente, el modelo molecular del mucilago y la capa de fosfolipidos
desarrollados, permitieron determinar la forma en la que se estabiliza el mucilago y los
tipos de interacciones que pueden ocurrir entre el mucilago y los fosfolipidos de las
células epiteliales, permitiendo explicar los mecanismos moleculares que originan la

accion terapéutica del mucilago.



Abstract

ABSTRACT

The ethnobotanical information and physicochemical properties of Opuntia-ficus-
indica mucilage allow us to suppose that it possesses therapeutic effect if it is applied to
gastric mucosal injury. To analyze the above, a model of subchronic gastritis was used.
The subchronic gastritis was produced in rats by ethanol administration.

The histological findings showed a subchronic gastritis in rats that received ethanol,
these findings consisted in epithelial surface alterations, pit cells loss of fovea, submucose
edema characterized by neutrophils cells infiltration. The rats that additionally received
treatment with mucilage, manifested a rapidly restoration in all these parameters, in
particular they had a decrease in neutrophil cells infiltration (41%) regarding the rats that
didn't receive mucilage. The biochemical evidences consisted in; increment in cholesterol
content, alteration in relationships of phospholipids species and cholesterol/phospholipids
of plasmatic membranes, this suggested that membrane fluidity was reduced by ethanol
treatment effect. The restoration ratio increased by mucilage administration by all these
parameters. Besides, the ethanol administration also produced a decrease in alcohol
dehydrogenase activity. When the ethanol administration was suspended the alcohol
dehydrogenase activity was high and constant, only settling down to normal condition by
mucilage treatment.

Finally, the molecular models of mucilage and phospholipids layer allowed us to
know the molecular interactions that involve the mucilage stabilization, the interactions
kinds between mucilage and phospholipids layer of epithelial cells, and allowed to explain

as the mucilage carries out their therapeutic action.



Abreviaturas

ADH
ATP
AMP
ARH;
AM1/SM2
ARN
ADN
ca®
FS
FC

Fl

FE
HCI
K+
LDH
M g2+
Na+
NAD
PMN
RMN

ABREVIATURAS

Enzima alcohol deshidrogenasa
Trifosfato de adenosina

Monofosfato de adenosina
Antagonistas del receptor H, de histamina
Austin Model 1/ Solvation Model 2
Acido ribonucleico

Acido desoxiribonucleico

Calcio

Fosfatidilserina

Fosfatidilcolina

Fosfatidilinositol
Fosfatidiletanolamina

Acido clorhidrico

Potasio

Enzima lactato deshidrogenasa
Magnesio

Sodio

Adenina-dinucleétido de nicotinamida
Leucocitos polimorfonucleares

Resonancia magnética nuclear



Introduccion

1. INTRODUCCION

Las cactaceas, al igual que otras plantas, presentan procesos metabdlicos que dan
origen a la formacién de compuestos organicos muy diversos. De hecho las cactaceas
producen néctares, gomas, mucilagos entre otras sustancias, las cuales son utilizadas
con fines alimenticios, cosméticos o terapéuticos [1].

El uso de plantas con fines terapéuticos en el territorio de México se remonta a
tiempos prehispanicos cuando tuvieron gran desarrollo practicas curativas en las que se
utilizaban plantas o sus componentes, como se sefala en el “Codice Badiano”, (1552) o
“Historia de Sahagun”, (siglo XVI) [2]. Las cactaceas al igual que otras plantas que se
distribuyen en México, han sido utilizadas con fines terapéuticos por las propiedades
curativas que se les han atribuido de manera empirica y que en muchos casos se ha
demostrado su eficacia a través de analizar los principios activos. Sin embargo, mucho de
este conocimiento suele perderse por el desconocimiento o desprecio por parte de la
medicina occidental. Estudios poblacionales sefialan que en México de 15 a 20 millones
de personas han utilizado la medicina tradicional [2], el mismo nimero de personas
realizan éstas practicas medicas en otros paises, Unicamente en Sudafrica se reporta la
utilizacion de aproximadamente 700 especies de plantas con estos propésitos [3]. El
enfatizar la importancia del uso de las plantas en la medicina tradicional no significa un
interés particular por desenterrar conceptos y practicas terapéuticas poco usuales desde
la perspectiva de la medicina occidental, sino mas bien es el utilizar aquel conocimiento
que empiricamente ha demostrado su eficacia y promover su utilizacion si es que

realmente posee efectos terapéuticos.
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Diversas especies de cactaceas, siguen siendo utilizadas como remedios, por los
que practican la medicina tradicional. Existen diversos padecimientos para los cuales se
sefnala el uso de cactaceas como agente terapéutico dentro de los que destacan: las
inflamaciones musculares, dolores reumaticos, fracturas, constipacion intestinal, diarrea,
ulceras gastricas, diabetes y alteraciones cardiovasculares [1].

Algunas de las formas de aplicacidbn consisten en hacer rebanadas del nopal
(cladodio), calentarlas en un comal o a las brazas y aplicar la rebanada superficialmente
sobre la inflamacion o el area con dolor, esto con la finalidad de disminuir dolores
reumaticos o para aliviar procesos inflamatorios. Se sefala una propiedad laxante del
mucilago de algunos nopales al ingerirlo. Entre la poblacion rural de la parte central de
México, es frecuente el uso del mucilago extraido de diversas especies como Opuntia
robusta, O.streptacantha, O.ficus-indica y O.tomentosa para aliviar constipaciones
intestinales [1,4]. En Sudafrica los cladodios frescos los cortan longitudinalmente y se
aplican como cataplasma, o se calientan para cubrir la superficie de la piel que ha sufrido
una herida o presenta procesos inflamatorios [3].

A través del mundo, pero especialmente en zonas tropicales y subtropicales, se
utilizan plantas suculentas que liberan faciimente el mucilago de sus tejidos. El mucilago
de algunas plantas se ha estudiado desde el punto de vista farmacolégico y se ha
encontrado que posee actividad terapéutica en contra de algunas enfermedades. En
general, se le atribuyen efectos benéficos en contra de quemaduras, irritacién, ulceras,
irritacion, e inflamacion interna y externa [5]. En la medicina herbolaria Opuntia ficus-

indica ha sido utilizada ampliamente en contra de heridas, edema e indigestion. Los
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cladodios de O. ficus-indica se cortan y se calienta en agua y la infusién es ingerida o
aplicada sobre la irritacion e inflamaciones de la piel [5].

Estudios in vitro sefialan que extractos de Opuntia streptacantha son capaces de
inhibir la replicacién viral intracelular e inactivar los virus extracelulares, indicando una
capacidad de inhibir la replicacion viral tanto en el pre y post tratamiento infeccioso.
Dentro de los virus inhibidos destacan el virus del herpes simple, virus del herpes equino,
virus pseudorabies, virus de la influenza y virus sincicial respiratorio [6].

Estudios farmacolégicos de extractos de Opuntia ficus-indica, indican efecto
analgésico y protector sobre la mucosa estomacal de ratas. El efecto analgésico se
considera que es equiparable al de la aspirina, al aplicarse a ratones a los que se les
indujo irritacién con acido acético. De igual forma, estudios con extractos aplicados a
ratones demostraron una reduccién en lesiones gastricas originadas por la administracion
de etanol (al 60% en 150 mM de HCI) de manera dependiente de la dosis aplicada [7].

1.1 Mucilago

El mucilago de las Cactaceas es un heteropolisacarido con alto peso molecular,
constituido por aproximadamente 30,000 monosacaridos [8]. Los polisacaridos (del griego:
sacaron, azucar) son los componentes esenciales de todos los organismos vivos, siendo
las moléculas biolégicas mas abundantes. La unidad basica de los carbohidratos son los
monosacaridos, y estos son los componentes principales de los acidos nucleicos, asi
como de lipidos complejos y pueden unirse a proteinas, formando glicoproteinas. Pueden
tener funciones estructurales, regulatorias y de reconocimiento intermolecular. Los
polisacaridos consisten de muchas unidades de monosacaridos unidos covalentemente,

presentando una masa molecular en un intervalo de magnitud de millones de daltons [9].
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En el "Polymer Science Dictionary" se define al mucilago como la mucina del reino
vegetal, por poseer propiedades fisicoquimicas y reolégicas, similares a estas
glicoproteinas, que recubren y protegen los epitelios en los mamiferos [10].
Funcionalmente, las pectinas estan implicadas en procesos de adhesion intercelular en la
lamina media de la pared celular, controlando la porosidad de la pared, formando
peliculas en los espacios aéreos y controlando la respuesta estructural ante fluctuaciones
en el pH por cationes [11]. El mucilago esta contenido dentro de células vesiculares del
parénquima y puede contribuir a evitar la congelacion de la planta y a curar heridas en las
hojas y tallos [11]. Algunos géneros de cactaceas se caracterizan por presentar canales o
conductos mucilaginosos en sus tubérculos donde almacena el mucilago. El contenido de
mucilago es variable en las plantas, en O.ficus-indica; se ha determinado que se presenta
en un intervalo de 1.09 a 4.53% del peso neto [1,12].

La composicién quimica del mucilago de Opuntia spp. ha sido objeto de estudio. La
mayoria de estos se realizaron en O.fulgida [13,14], O.dillenii [15], O.aurantiaca,
O.brasiliensis [16] y O.ficus-indica [17-21]. El mucilago es moderadamente acido con un
pKa de 4.85 y esta formado en la mayoria de las especies por a-L-arabinofuranosa
(abarinosa), B-D-galactopiranosa (galactosa), B-L-ramnopiranosa (ramnosa) y acido a-D-
galactopiranosilurénico (ac. galacturdnico) [22].

El analisis elemental del mucilago de O.ficus-indica revela la presencia de 42.57%
de carbono; 6.31% de hidrégeno, 51.2% de oxigeno; 0.022% de calcio y 0.013% de
magnesio. El no presentar nitrégeno o azufre indica la ausencia de aminoacidos. A partir
del analisis elemental, se considera que la férmula molecular es (CH.0), junto con Ca**y

Mg?. Se informan pesos moleculares discordantes para el mucilago, siendo estos de
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4.3x10° determinado por estudios de sedimentacién y en disolucién tanto en 20 mM de
Tris-HCI, pH 7.4, en la presencia de 10 mM de Na* o 10 mM de Ca* [23]. Estudios mas
recientes indican pesos moleculares de 13.3x10°, determinado mediante dispersion de luz
[12] y de 2.3x10*, determinado mediante cromatografia de liquidos (HPLC). En este ultimo
trabajo se sefiala que las diferencias en los pesos moleculares pueden deberse a las
técnicas de aislamiento y a que el mucilago pudiera estar contaminado con compuestos
de la pared celular [24].

Las dimensiones de la molécula, en su forma mas compacta (a pH 7.4 y 100 mM
de cloruro de calcio) se ha calculado por transmision de luz, presentando una longitud de
2,940 A y se considera que tiene una forma alargada [23].

Las plantas de zonas aridas y semiaridas estan sometidas a condiciones de estrés
hidrico importante y se considera que el mucilago tiene un papel substancial en la
adaptacion de las cactaceas a estas regiones. Debido a su gran capacidad de acumular y
regular el agua, puede contribuir a evitar la congelacion de la planta y a la recuperacion de
heridas en las hojas y tallos [10]. Sin embargo, la capacidad de acumular agua puede ser
modificada por efecto de variaciones en el pH de las células de las cactaceas, la
composicién de sacaridos y la variacion en la concentracidon de cationes como ca®y
Mg?*. La viscosidad aumenta en presencia de Ca®* o Mg®*. Cambios en el ambiente
también influyen en la viscosidad, aclimatacion a temperaturas bajas o estrés hidrico
produce un aumento de la viscosidad del mucilago, mientras que en época de lluvias
origina menor viscosidad [25]. La capacidad de hidrataciéon parece residir en los
arabinogalactanos del mucilago y en la proporcion de ramnosa y acido urénico; donde la

ramnosa contribuye al caracter hidrofébico y el acido urénico al hidrofilico [22].
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La presencia de monosacaridos con carga negativa (galacturonatos) a lo largo de la
cadena principal del mucilago corresponde a un polielectrolito. Los electrolitos son
sustancias que al disolverse en agua forman disoluciones que conducen la corriente
eléctrica. Cuando un compuesto ionico, como el mucilago, se disuelve en agua, se
destruye la red tridimensional de iones en el sélido y se separan los cationes de los
aniones [26].

Por ser un polielectrolito y presentar estereoregularidad en sus cargas anionicas a
lo largo de la cadena principal, puede permitir la formacion de complejos con cationes
como el Ca** o asociaciones con moléculas de agua. Esto es un factor que puede influir
sobre el arreglo estructural que adquirira la molécula, incidiendo en sus propiedades
dinamicas, actuando sobre algunas caracteristicas fisicas macroscépicas como la
viscosidad y la forma en la que esta se modifica. De tal manera, sus propiedades
adhesivas, de crioproteccion, y los mecanismos mediante los cuales es capaz de regular o
almacenar agua en las plantas modulan de forma especial sus efectos citoprotectores
sobre el epitelio estomacal [27].

1.2 Estructura Molecular del Mucilago

El mucilago obtenido de los cladodios de Opuntia ficus-indica se ha investigado a
traves de técnicas denominadas de hidrélisis acida. De la degradacion parcial del
mucilago se han reportado los oligos- y monosacaridos que lo constituyen y por medio de
cromatografia, se ha determinado la composicién y tipos de enlaces que conforman los
oligosacaridos [19-21]. El resultado muestra que el mucilago esta constituido de cinco
diferentes monosacaridos en total, siendo estos: el acido a-D-galactopiranosilurénico, B-L-

ramnopiranosa, B-D-galactopiranosa, p-D-xilopiranosa y a-L-arabinofuranosa [21].
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El esqueleto del mucilago esta formado por los residuos de acido 1,4-a-D-
galactopiranosilurénico y 1,2-B-L-ramnopiranosa, unidos entre si, en forma alternada y en
una proporciéon de 1:1, aproximadamente [20].

Las cadenas laterales presentan B-D-galactopiranosa, a-L-arabinofuranosa y f-D-
xilopiranosa. La B-D-galactopiranosa se une al esqueleto por un enlace 1-4 y entre si, por
enlaces 1-6. Por su parte a-L-arabinofuranosa y p-D-xilopiranosa constituyen las
ramificaciones, siendo los monosacaridos que presentan la mayor variacién en el
mucilago, al variar en numero y tipo de ambos residuos (figura 1). La a-L-arabinofuranosa
se une a B-D-galactopiranosa con enlaces 1-3 o 1-4. El residuo terminal corresponde a f3-

D-xilopiranosa, ésta se une a a-L-arabinofuranosa por enlaces 1-5 [21].

Arabinosa----
Xilosa--(1-—->5)--Arabinosa----
Xilosa--(1-»5)--Arabinosa--(1-»>5)--Arabinosa----

Xiilosa--(1—3)--Arabinosa----

Figura 1. Monosacaridos que forman las cadenas laterales del mucilago de O. ficus-indica.

La composicion y proporcién de monosacaridos del mucilago de Opuntia, varia
dependiendo de la especie. Al comparar los resultados de la hidrélisis acida del mucilago
de O.monacanthe, O.nopalea-coccinillifera, O. auriantiaca y O.brasiliensis se encuentra

caracteristicas similares en la composicion de monosacaridos del esqueleto y en las
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cadenas laterales, asi como en los enlaces entre residuos, aun cuando la proporcion de

monosacaridos varia [20].

Con base en los resultados obtenidos con el analisis de hidrolisis acida y metilacion

[19-23] del polimero degradado, se propone la estructura molecular minima representada

en la figura 2, del mucilago de O. ficus-indica.
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= -

Figura 2. Secuencia parcial y conectividades de los monosacaridos del mucilago de Opuntia ficus-
indica.

Una de las caracteristicas fisicas mas relevante del mucilago es su viscosidad, las
cuales estan determinadas por las fuerzas intermoleculares entre los grupos funcionales
del polisacarido, mismas que permiten la atraccion y cohesion entre las moléculas. Las
fuerzas intramoleculares son mas fuertes que las intermoleculares, sin embargo, estas
ultimas, tienen gran influencia sobre propiedades fisicas macroscopicas como el punto de

fusién, ebullicion, adherencia o la viscosidad [26].
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La viscosidad es una propiedad fisica de los liquidos y es una medida de la
resistencia de los liquidos a fluir. Cuanto mayor es la viscosidad, mas lento es el flujo del
liquido. La viscosidad de un liquido casi siempre disminuye con el aumento de la
temperatura. Los liquidos con fuerzas intermoleculares fuertes tienen mayor viscosidad
que los que tienen fuerzas intermoleculares débiles. El agua tiene mayor viscosidad que
muchos otros liquidos que poseen un peso molecular cercano y esto se debe a su
capacidad para formar puentes de hidrégeno. En general, todas las sustancias que tienen
elementos como el hidrégeno, oxigeno o nitrégeno (al igual que el mucilago y las
mucinas), son capaces de formar puentes de hidrogeno y presentan la tendencia a
entrelazar sus moléculas mas que a deslizarse, como lo hacen moléculas de los liquidos
con menor viscosidad. Esto permite suponer una tendencia a asociarse y de esta forma
adherirse a moléculas adyacentes [26], como podria ser la capa de fosfolipidos de la
membrana celular.

Los electrolitos como el mucilago, son sustancias que al disolverse en agua forman
disoluciones que conducen la corriente eléctrica y una caracteristica de estos es que en
disolucion acuosa el soluto se disocia en sus iones (anion y cation). El agua es una
molécula eléctricamente neutra, sin embargo es un disolvente muy eficiente de
compuestos ionicos, debido a que tiene una region electropositiva (hidrégenos) y una
electronegativa (oxigeno). Estas regiones positiva y negativa, propician que el agua sea
un disolvente polar muy eficiente. Cuando un compuesto idénico, como el mucilago, se
disuelve en agua, se destruye la red tridimensional de iones en el sélido y se separan los
cationes de los aniones, y cada catién es rodeado por varias moléculas de agua con su
polo negativo orientado hacia el cation. De forma similar, cada anién (carboxilatos de los

galacturonatos del mucilago) es rodeado de varias moléculas de agua con su polo positivo
9



Introduccion

orientado hacia el anién. El proceso en el que un i6n es rodeado por varias moléculas de
agua orientadas en una forma especifica se denomina hidratacion (genéricamente
solvatacién). La hidratacién ayuda a estabilizar los iones en disolucién y evita que los
cationes se combinen con los aniones, incidiendo de manera importante en la estructura
que puede adquirir el mucilago y con ello en las propiedades fisicoquimicas [26].

Los polisacaridos iénicos como el mucilago, exhiben propiedades fisicoquimicas
particulares por efecto de ser polielectrolitos, pero ademas el presentar estereoregularidad
en sus cargas formales a lo largo de la cadena principal (i.e. acido galacturénico y
ramnosa), propicia que su arreglo estructural se afecte de forma mas importante en
presencia de iones divalentes como el Ca** y/o agua Este fenémeno incide en sus
propiedades dinamicas, siendo esto un elemento importante que permite explicar, su
viscosidad y el proceso que se lleva a cabo para que la viscosidad se modifique, sus
propiedades adhesivas, de crioproteccion, asi como los mecanismos mediante los cuales
es capaz de regular agua en las plantas o generar citoprotecciéon del epitelio estomacal
[24,27].

1.3 Modelo Molecular del Mucilago

Como se ha sefalado, las propiedades moleculares de las sustancias inciden de
manera especifica en su comportamiento macroscépico de manera que estudiar las
propiedades que gobiernan la estabilidad e interaccion molecular de una sustancia resulta
util para predecir o explicar su comportamiento. El modelaje molecular implica la
generacion, visualizacién, manipulacion y prediccién del arreglo tridimensional de
estructuras moleculares, asi como de la obtencidon de las propiedades fisicoquimicas

asociadas [28].
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Para estudiar las propiedades moleculares de una sustancia es posible hacer uso
de diversas técnicas experimentales que permiten conocer la estructura tridimensional. En
este sentido, dos de las técnicas de mayor aplicacion por su precision son la difraccion de
rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN), técnicas que han demostrado su
eficacia al permitir estudiar macromoléculas, como proteinas y acidos nucleicos, como lo
muestra el acervo de estructuras tridimensionales denominado “Protein Data Bank” [29].

Sin embargo, las conformaciones de disacaridos en disolucién han sido dificiles de
caracterizar experimentalmente. Las aproximaciones mediante RMN han sido limitadas,
en parte debido a que no es posible el acoplamiento proton-protén en el enlace
glicosidico, lugar que determina en forma importante la conformaciéon que adquirira la
molécula. Asi mismo, acoplamientos heteronucleares generan por lo regular sefales
pobres y dificiles de interpretar y ademas se presentan pocas sefiales del tipo efecto
nuclear Overhauser a lo largo del enlace glicosidico. Todo lo anteriormente sefialado son
algunos de los elementos que dificultan identificar conformaciones de disacaridos
especificos mediante RMN [30], aun asi existen algunos sacaridos que se han resuelto
con esta técnica cuando no forman conglomerados (fibras de sacaridos) [31,32].

Los polisacaridos por su naturaleza altamente hidrodinamica, son estructuras muy
flexibles y labiles, esto también dificulta su cristalizacion en forma de polimeros. Durante
el proceso de cristalizacion, suelen degradarse a nivel de fragmentos o inclusive se
descomponen hasta monosacaridos, impidiendo obtener cristales en forma de
polisacarido con la calidad suficiente para la difraccion de rayos X. Las pectinas similares
al mucilago normalmente no cristalizan y Unicamente las fibras de homogalacturonan y
ramnogalacturonan se ha resuelto su estructura tridimensional mediante difraccion de

rayos X [32]. Por lo anterior, resulta indispensable el desarrollo de un modelo molecular
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frente a la imposibilidad de la cristalizacién o extraccion pura de algunos polisacaridos
como el mucilago en su forma de macromolécula. Los métodos tedricos son reconocidos
y pueden tener la misma validez que la difraccion de rayos X o la RMN, sobre todo si se
dispone de la informacién suficiente y se utilizan con rigor.

Pueden senalarse en forma general dos métodos teédricos; los que consideran la
contribucion electrénica de los atomos (mecanica cuantica) y los que se basan en la
mecanica clasica o newtoniana (mecanica molecular y dinamica molecular). El primero es
un método mas complejo, permite estudiar un nimero menor de atomos y requiere mas
tiempo de cédmputo, mientras que la mecanica molecular permite el manejo de un nimero
mayor de atomos y requiere menor tiempo de cdmputo, aunque el modelo puede
considerarse mas simple. En cualquier caso, existe una asociacion entre las coordenadas
tridimensionales, representadas como coordenadas cartesianas (x, y, z) de cada atomo,
las cuales generan un arreglo molecular que se denomina conformacién, mismo que se
asocia con una energia potencial, y ante un cambio en el arreglo en el espacio de
cualquiera de los atomos originara un cambio en la energia potencial asociada. Se
considera que el arreglo espacial que origina la menor energia para un sistema molecular
especifico, corresponde en el caso de moléculas con actividad biologica al estado nativo,
de mayor estabilidad y por lo tanto correspondera a la conformaciéon biolégicamente
activa. Por esta razén, es necesario utilizar un método teérico que identifique o explore
todas las conformaciones que puede presentar la molécula de interés, indicando la
conformacion de menor energia. A este procedimiento se le denomina busqueda

conformacional y la conformacién de menor energia se denomina global minimo [28].
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1.4 Gastritis
~ Con base en la informacion etnobotanica sobre Opuntia ficus-indica [1,4,5,8], es
posible suponer que el mucilago posee actividad terapéutica contra las alteraciones
gastricas, especificamente la gastritis.

El término gastritis significa inflamacion de la mucosa gastrica y a pesar de poseer
una definicion precisa, suele confundirse la sintomatologia con otras alteraciones
gastricas, particularmente la uUlcera o dispepsia. El diagnoéstico de la gastritis solo puede
ser preciso hasta que se utilizan procedimientos que permiten evaluar el proceso
inflamatorio en forma directa, tal como la endoscopia con la toma de biopsia, permitiendo
ademas comprobar las alteraciones histopatolégicas que se suceden en los diferentes
tipos y grados de gastritis. En la actualidad, la utilizacién de biopsias para la determinacion
de gastritis es cada vez menos utilizada, prefiriendo otros procedimientos menos molestos
como la laparoscopia, histoquimica o métodos radiolégicos; pero la endoscopia no deja de
ser la técnica mas precisa para establecer el tipo y grado de gastritis [33].

La gastritis puede clasificarse en forma general en aguda y crénica dependiendo
del nivel de alteracion y sintomatologia manifestada; sin embargo el tratamiento para
ambas puede ser similar, consistiendo en eliminar la causa que la origina y aplicando
algun agente terapéutico, los cuales en su mayor parte estan destinados a reducir,
neutralizar o inhibir la produccién de acido (HCI). Los farmacos de eleccion mas usuales
son: inhibidores de la bomba de protones (omeprazole, lasoprazole), antagonistas del
receptor H, histaminérgico (cimetidina, ranitidina o famotidina), citoprotectores (sucralfato

o prostaglandinas) y cuando la gastritis es de origen bacteriano, por Helicobacter pylori, es
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necesario también aplicar antibiéticos. El efecto esperado es proteger a la mucosa de
dano progresivo y propiciar la regeneracion celular del epitelio gastrico [34].

Desde la demostracion de Spalanzani en el siglo XVII, de que el jugo gastrico tenia
la capacidad de digerir el alimento se ha tratado de explicar como se produce el acido
estomacal y como se evita la autodigestion. El ambiente acido del estomago es esencial
para la digestion de los alimentos y el pH en la luz del estbmago normalmente es de 1.0, y
en las células parietales de la mucosa gastrica de mamiferos es aproximadamente de 7.4.
Esto representa un gradiente de pH a través de la membrana celular de la mucosa de 6.4,
que constituye el mayor gradiente transmembranal para las células eucariontes. Este
gradiente se debe mantener constante en el estbmago para que se lleve a cabo la
digestion de los alimentos, sin que ocurra la autodigestion; es decir, la fragmentacion de
proteinas y macromoléculas que conforman las células y 6rganos en su cercania [35]. El
gradiente se mantiene gracias a un mecanismo llevado a cabo por la ATPasa-H*, K"
(bomba de protén-potasio), la cual utiliza la energia de hidrélisis de ATP para sacar H' de
las células de la mucosa y verterlo en el lumen del estémago, a cambio de K*, por lo que
resulta eléctricamente neutro. El K* transportado al interior de la célula, se vuelve a sacar
por otro sistema que lo cotransporta junto con CI', sistema que por lo tanto es también
electroneutro. El resultado neto de estos procesos de transporte, es el movimiento de HCI
hacia la luz del estbmago durante el proceso de desdoblamiento de los alimentos [36].

Tan importante como determinar los procesos que originan la producciéon y
secrecion de acido a la luz del estdmago, es el tratar de elucidar el mecanismo por el cual
el recubrimiento gastrico resiste la autodigestion. El concepto de la “barrera de la mucosa
gastrica” contra el acido, introducido por Davenport a mediados de 1960, demostré que el

estbmago de mamiferos es impermeable al acido luminar, asi como a otros electrolitos,
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mientras que los agentes solubles a los lipidos dafian mucho mas, debido a que llegan
rapidamente al epitelio. Las propiedades de la mucosa estomacal normal, que evitan que
los iones de hidrégeno (H') lleguen por retrodifusién al lumen de la mucosa son
denominadas barrera de la mucosa gastrica. La barrera también evita la difusiéon de iones
de sodio (Na*) del espacio intersticial al lumen [35].

La resistencia del epitelio al acido luminar, ha sido demostrada. Se conocen
también las propiedades del epitelio como barrera que es capaz de resistir el acido del
estomago y pueden ser atribuidas a varios factores, que incluyen barreras de difusion
extracelular y plasmalema contra los protones. La bomba de intercambio de iones que
actia regulando el aumento de la acidificacion intracelular del influjo de protones, la
capacidad del epitelio superficial para secretar bicarbonato (HCO3+) dentro del espacio
intersticial y luminar actuando como amortiguador de protones; asi como el matenimiento
del flujo de sangre local al epitelio gastrointestinal y el proceso de reconstitucién en el
cual, las células de mucus indiferenciadas rapidamente migran para cubrir la superficie
desnuda [37].

La barrera mucosa esta integrada por dos componentes: un estrato de células
epiteliales cuyos limites anatémicos no estan definidos con precision, pero que esta
localizada principalmente en la superficie apical de las células epiteliales superficiales y
por encima de ambos se presenta un estrato de mucus que las recubre. EI mucus
constituye un complejo formado por glicoproteinas, lipidos, agua y bicarbonato (HCO™),
siendo las ceélulas epiteliales de superficie las responsables de secretar mucus y Hco?
[37,38]. La mucosa gastrica y la duodenal se encuentran tapizadas por un revestimiento
de mucus, que constituye una barrera de estructura geloide, y proporciona una proteccién

fisica para la mucosa, obstaculizando la difusién del acido hacia la superficie de las
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células epiteliales. La funcion de la barrera mucosa es evitar la difusién de iones hacia el
epitelio gastrico. Esto es muy importante, porque el gradiente de acido del estobmago es
muy grande, lo que confirma que el revestimiento de mucus que recubre las mucosas
gastrica y duodenal constituye una proteccion eficiente en contra de los efectos propios de
la pepsina y acidez del jugo gastrico. Sin embargo, durante la gastritis se presentan una
serie de alteraciones en el metabolismo del mucus estomacal, en particular ocurren
alteraciones en la secrecion y sintesis de mucinas [37,38].

Las mucinas son un grupo heterogéneo de glicoproteinas altamente glicosiladas,
las cuales son el componente principal que estructura el mucus y que le dan la
consistencia en forma de gel [37,38]. Son producidas por varios tipos de células en el
tracto gastrointestinal; entre ellas estan las células de secrecibn de mucus en las
glandulas del cardias, del fundus y piloro en el estbmago y en las glandulas de Brunner en
el duodeno, las células copa en el intestino delgado y grueso, asi como en las células de
secrecion de mucus epiteliales [39].

Practicamente todos los epitelios que estan expuestos a un agente extracelular
potencialmente nocivo poseen una capa de mucus y el estbmago no es la excepcion. Esta
capa es evidente a simple vista e incrementa su espesor en respuesta a la presencia de
irritantes intraluminales, lo que condujo a Beaumont hace 150 afios, a sefialar que las
propiedades de resistencia del estomago en contra del acido, pueden ser atribuidas a su
cubierta de mucus. Se sabe que la capa de gel del mucus, esta en el intervalo de espesor
de 50-300 pum, el cual es un gel polimérico altamente hidratado, que ademas de
glicoproteinas, presenta carbohidratos y lipidos. Su importancia fisiolégica depende en la

mayoria de las células epiteliales de la capa luminar superficial y glandular del estbmago
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asi como de las caracteristicas histoquimicas de su oligosacaridos. Las glicoproteinas
representan mas del 80% de los constituyentes organicos del mucus estomacal, y tienen
un peso molecular de 10° a 107, y una densidad de carga muy negativa, debido a la
presencia de acido sialico y oligosacaridos sulfatados. Son intrinsecamente viscosas,
compuestas de aproximadamente 75% de carbohidratos y 25% de aminoacidos, ligados
por enlaces O-glicosidicos entre la N-acetilgalactosamina y residuos de serina o treonina
[39]. Desde el punto de vista estructural las mucinas sin oligosacaridos (denominadas
apomucinas) o las regiones libres de estas, son insolubles en agua, ya que son los
sacaridos los que permiten la hidratacién de la molécula y contribuyen principalmente a la
formacion del gel por ligamiento con el agua y entre mucinas. Las mucinas al estar
enlazadas a oligosacaridos adquieren la propiedad de resistir el efecto de las proteasas,
adquieren una gran capacidad de almacenar agua. En solucién forman agregados
macromoleculares por entrecruzamiento a través de puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofobicas, electrostaticas y de van der Waals. Con el aumento de entrecruzamiento
entre mucinas se produce la formacion del gel caracteristico, en donde un numero
suficiente de polimeros son conectados para formar una red o moléculas poliméricas. Son
geles cuyas moléculas son capaces de generar interacciones electrostaticas que pueden
aumentar su volumen cientos de veces. Debido a que las mucinas son polianiones, el
aumento de volumen depende de efectos de repulsion electrostatico de cargas negativas
en los polianiones y de interacciones atractivas con cationes libres [39].

La contribucién de la glicoproteina del mucus a las propiedades de barrera del
estbmago es importante y reside principalmente en las propiedades poliméricas

relacionadas con la formacion del gel de la glicoproteina y su capacidad para atrapar
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HCO>. Esto propicia que las glicoproteinas del mucus actien como una barrera en contra
de la difusion del acido luminar, reduciendo el gradiente de pH a traves del mucus/HCO™.
Sin embargo, cuando ocurre un desbalance entre la relacion secrecion de mucus vs
secrecion de acido, puede intervenir la siguiente capa protectora que corresponde a
elementos lipidicos de la capa de mucus en forma de gel, los cuales ejercen también un
efecto protector importante como barrera al acido luminar, similar a su funcion como
barrera de superficie en muchas células y tejidos como la piel [37].

Dentro de las funciones fisiolégicas asociadas a las mucinas destacan la
citoproteccion, barrera mecanica que estéricamente impide la interaccion de proteasas
directamente sobre el epitelio, mantener la viscosidad de la secrecidén y reconocimiento
celular [37,38]. Sin embargo, durante la gastritis las mucinas del mucus gastrico son
anormales, modificandose la viscosidad y originando una estructura defectuosa del gel y
una deficiente produccion de N-acetilneuraminico que origina una defensa defectuosa
frente al acido y pepsina [40]. También se ha encontrado que las cantidades de mucina
histolégicamente apreciables en la mucosa son deficientes, escasas o de consistencia
anormal; todo esto conduce a un mayor deterioro de la mucosa gastrica, por incapacidad
de evitar el efecto directo de los agentes nocivos sobre el epitelio [39,41].

1.5 Factores que Afectan la Barrera de la Mucosa Estomacal.

Los factores mas importantes que afectan la barrera de la mucosa estomacal y que
actuan directamente sobre ésta son; factores endégenos como las sales biliares, acido
clorhidrico y pepsinas, y exégenos como; alimentos (con exceso de grasa o sal, muy
condimentados o muy calientes), medicamentos (aspirina), estrés, infecciones

(Helicobacter pylori), etanol, etc. [37].
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Cuando esta barrera se dafa, se originan muchas alteraciones en la funcién de la
mucosa: por ejemplo, la red de difusién de H* dentro de la mucosa y el flujo de Na* y K*
dentro del lumen se modifican, ocurre una disminucion en la diferencia de potencial de la
mucosa, hay un aumento en la exudacién de fluidos, glucosa y proteinas dentro del
lumen. Todo esto se acompafia de un aumento en la concentraciéon de histamina en la
sangre venosa gastrica [41].

La aspirina con un pKa de 3.5 en el pH bajo del lumen gastrico esta en la forma no
ionizada, siendo la forma soluble a grasas, por lo que facilmente cruza la membrana
celular. Los acidos biliares son detergentes naturales que originan lesiones al disolver los
componentes lipidicos de la membrana celular. Davenport [42] propuso que, después de
que estos agentes son absorbidos, ocurren una serie de eventos fisiolégicos, entre los
que destaca el aumento de retrodifusion de H* dentro de la mucosa. El acido destruye las
celulas de la mucosa y actua junto con la pepsina destruyendo la barrera, probablemente
a través de la formaciéon de radicales libres que actian generando lipoperoxidacion. La
retrodifusion de acido dafia directamente los capilares y con histamina (que es liberada
por los mastocitos), origina un edema y proteinas liberadas dentro del espacio
extracelular. El resultado es una erosion superficial en la mucosa estomacal. La isquemia
por si sola, no puede romper la barrera, y requiere la presencia de acido y sales biliares
[35].

Las sales biliares, aspirina a pH bajo y etanol a cualquier pH, se difunden dentro de
las células epiteliales gastricas e inicialmente causan lesiones internas celulares alterando
0 no la membrana celular apical. Se ha sugerido que la monocapa intacta de células

epiteliales superficiales puede ser responsable de mantener el gradiente de pH
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intraluminar normal. La exposicién a agentes topicos que alteren la barrera resulta en una
lesion morfolégica que incluye exfoliacion de las células de mucus de superficie [35].

El efecto del flujo de sangre en la mucosa estomacal es otro factor que influye
sobre los procesos de dafo y reparacion. Se ha demostrado que la isquemia de la
mucosa es el principal evento en lesiones inducidas por estrés. Pero la vasoconstriccion
no es suficiente para romper la barrera de la mucosa gastrica. El acido, sales biliares e
isquemia inducen lesiones en la mucosa gastrica en forma significativa, y al incrementar el
flujo de sangre farmacolégicamente disminuyen estas lesiones. Farmacos como la
aspirina reducen el flujo de sangre basal en la mucosa. Esto puede estar relacionado con
la inhibicién de sintesis de prostaglandinas endégenas [35].

Por su parte el etanol causa lesiones gastricas a través de un mecanismo comun a
otros agentes necrozantes como los que se han sefalado previamente, sin embargo, se
conocen algunos mecanismos especificos correspondientes a la accién del etanol [43]. El
etanol, es soluble en agua y en lipidos, asi que es absorbido rapidamente tanto a un pH
intraluminar acido como alcalino, alterando las membranas celulares, dafando
rapidamente y de manera muy profunda las células epiteliales en todo el estdbmago
glandular de las ratas [42]. Después de la exposicién al etanol, la red de flujos de H*, Na"
y K' a través de las membranas se reducen, asi como la diferencia de potencial
tansmucosa y se presenta una elevacion en el pH intraluminar [44]. Estas alteraciones
pueden estar acompanadas de lesiones en la mucosa de naturaleza hiperémica y
hermorragica, visibles macroscopicamente en cuestion de minutos y desde el punto de
vista microscépico se pueden presentar discontinuidades en el epitelio de la superficie,
erosiones, hemorragias subepiteliales, reduccion en la profundidad de la favedla,

denudacion o adelgazamiento de las células superficiales de la mucosa gastrica. No s6lo
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se puede presentar una interrupcion en la continuidad del estrato mucoso, sino que se
rompen uniones estrechas existentes entre células, alterando el estrato lipoproteico de su
superficie. Se sugiere que el etanol altera la barrera mucosa permitiendo una mayor
retrodifusion de H' a través de ella, asi como una disminucién marcada del estrato
mucoso y del contenido de mucinas de las células epiteliales de revestimiento; todo esto
esta asociado con alteraciones en los flujos de H' y Na*. La gravedad de las alteraciones
es directamente proporcional a la concentracion de etanol y a las condiciones de ingesta
[37,45].

1.6 Citoproteccion

Numerosos eventos bioquimicos y funcionales pueden estar involucrados en la
proteccion de la mucosa. Como los mecanismos de la lesion de la mucosa son
multifactoriales, es probable que varios procesos estén involucrando en la proteccién de la
mucosa [39,46].

En general el proceso de curacion de la gastritis puede implicar procesos como la
disminucion de la inflamacion, el aumento de la actividad mitotica de las células
adyacentes a los bordes libres, la neoformacion vascular y la remodelacion de la mucosa
para restaurar su funcién normal.

Dentro de los aspectos que inciden sobre la reparacién de la mucosa gastrica,
destacan la proliferacion celular, migracién celular, motilidad duodenal, secrecion de
bicarbonato, inhibicién o reduccién en la secrecion de acido, liberacion de prostaglandinas
e integridad o buen funcionamiento de la barrera mucosa que implica secrecion de

mucinas [37,47].
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El término citoprotecciéon se ha aplicado a la prevenciéon de lesiones en la mucosa
gastrica [35]. Esta propiedad de proteger la superficie del epitelio de la mucosa gastrica en
contra sustancias nocivas tales como el etanol, aspirina, acido taurocdlico, etc., se
describié por vez primera para las prostaglandinas [48], después muchas sustancias,
incluyendo omeprazol [49], sucralfato, antiacidos [50], asi como el factor de desarrollo
epidermal, han mostrado tener propiedades en contra del dafo producido en la mucosa
gastrica [51]. El efecto citoprotector de algunos de los farmacos antes sefialados y en
particular los antagonistas del receptor H, de histamina (ARH;) ha sido demostrado, al
aplicarlos antes de la administracion de agentes nocivos, pero no después; lo cual puede
dificultar el evaluar la tasa de recuperaciéon del dafo [52]). Esto produce una falta de
informacion sobre la posible accion benéfica del farmaco estudiado tanto en parametros
histolégicos, como bioquimicos. Por este motivo, se puede obtener mas informacion del
probable efecto beneéfico del agente citoprotector cuando se administra a un dafo gastrico
de la mucosa preestablecido [34].

El modelo de gastritis experimental inducida por la administracion de etanol a ratas,
propuesto por Hernandez y Montiel [34] utilizado para analizar las propiedades
terapéuticas del mucilago, permite analizar las alteraciones en el ambito de la membrana
plasmatica, al determinar el contenido de colesterol membranal, el cambio en la
composicién de fosfolipidos, alteracién en la fluidez de la membrana plasmatica y
actividad de enzimas citosélicas; alcohol deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa. Este
modelo permite también evaluar la proliferacion celular compensatoria al dafio producido
por el etanol mediante analisis histologico. Después de originar el dafio, las alteraciones

son revertidas gradualmente de forma auténoma sin aplicar agente terapéutico y esto se
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compara con el proceso de reversion originado por el tratamiento con el agente
terapéutico (mucilago).

Los parametros senalados en el modelo de Hernandez y Montiel [34] son dutiles si
se considera que los fosfolipidos de la membrana celular tienen un papel importante en la
barrera protectora del epitelio gastrico, contribuyendo a formar una barrera impermeable
contra el acido luminar y aumentan la viscosidad y fluidez de la capa de mucus,
interviniendo al otorgarle integridad y proteccion como barrera protectora [53]. Se sabe
que los fosfolipidos en la membrana celular presentan una distribucion asimétrica: en la
capa externa predomina fosfatidilcolina y en la interna esta formada principalmente de
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina [54]. Cuando un agente interno o externo altera el
perfil de fosfolipidos, esto puede disminuir la resistencia de la mucosa a agentes toxicos y
a la secrecién acida. El etanol puede dafiar la barrera de la mucosa gastrica alterando la
composicién y la hidrofobicidad de la superficie [55].

Por su parte la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), localizada en el citosol,
convierte al etanol en acetaldehido, requiriendo para este proceso de una molécula de
nicotinamida adenin-dinucleétido (NAD) como coenzima y el acetaldehido resultante pasa
a la mitocondria, donde es transformada a acetato por medio de la aldehido
deshidrogenasa. Ambas enzimas pueden metabolizar hasta el 80% del etanol ingerido,
siendo la principal via de destoxificacion de etanol en mamiferos. La ADH se localiza en el
higado, estomago, intestino delgado, pulmones, rifiones y ojos [56]. EI metabolismo
gastrico del alcohol se ha considerado como un agente protector contra los efectos del
compuesto, debido a que, al ser oxidado por la ADH gastrica, se disminuyen los niveles de

etanol en sangre [57].
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La lactato deshidrogenasa (LDH) es otra enzima citosoélica; presenta mayor
actividad en riidn, para ir disminuyendo su actividad en: corazén, musculo esquelético,
pancreas, bazo, higado, pulmén. La actividad especifica de esta enzima aumenta en
suero, en procesos de dario, especificamente, aumenta al inicio de un cuadro de hepatitis.
La LDH cataliza la reduccion reversible del piruvato, en presencia de NADH a lactato.
Frente a la accion terapéutica de inhibidores de los receptores H, de histamina resulté ser

un buen indicador de restauracién celular [58,59].
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2. HIPOTESIS

Tomando en consideracion las propiedades terapéuticas asociadas al mucilago de
Opuntia ficus-indica (L) Mill. en contra de heridas, irritaciones, Ulceras, inflamaciones
internas y externas en personas que lo utilizan en forma empirica, y considerando las
propiedades fisicoquimicas del mucilago, se propone que éste puede tener un efecto
citoprotector sobre la mucosa gastrica y de reversion de la gastritis subcronica originada
con etanol.

3. OBJETIVO

Determinar las propiedades de reversion del mucilago de Opuntia ficus-indica Mill.
sobre las alteraciones estructurales, funcionales y metabdlicas que se presentan en la
mucosa gastrica, originadas con un modelo experimental de gastritis subcrénica inducida
por la administraciéon de etanol a ratas.

3.1 Objetivos especificos:

1. Evaluar histolégicamente la eficacia curativa del mucilago.

2. Caracterizar la composicion lipidica y de colesterol de la membrana plasmatica.

3. Determinar la actividad de las enzimas; alcohol deshidrogenasa y lactato

deshidrogenasa como indicadores de la actividad prevaleciente en el citoplasma

celular.

4. Modelar la estructura molecular del mucilago a partir de la informacién impresa y

virtual.

5. Establecer una relacion entre la estructura quimica y la actividad biolégica del

mucilago.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Obtencion del Mucilago

Las plantas de las cuales se obtuvo el mucilago fueron colectadas en Milpa Alta,
D.F. México, y fueron determinadas mediante claves [1,60] y las plantas correspondieron
a la clasificacion taxonémica:

Familia Cactaceae Lindley

Subfamilia Opuntioideae Schum.

Tribu Opuntieae (Britt, R.) Backbg.

Género Opuntia (Tournefort) Miller

Especie Opuntia ficus-indica (Linné) Miller

4.2 Liofilizacion del Mucilago

El mucilago fue obtenido por liofilizacion de la secrecion de los cladodios de
Opuntia ficus-indica Mill.

La técnica consistié en lavar y fragmentar 2 kg de cladodios, depositandolos en
1000 ml de agua destilada (relacion 2:1), durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo, el
liquido sobrenadante se congel6. Utilizando un equipo de liofilizacién se deshidraté el
mucilago, obteniendo de esta forma 40.9 g de mucilago en polvo de color amarillo y de
consistencia laminar (hojuelas de 2 mm?). Colateralmente se determiné la presencia de
colonias de bacterias u hongos en el polvo de mucilago, descartando los lotes que
resultaron positivos. Los lotes libres de bacterias y hongos, se almacenaron al vacio y en

refrigeracion (5°).
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4.3 Modelo Animal — Generacion de Gastritis.

Las ratas machos Wistar (240-270 g de peso corporal) se mantuvieron con una
dieta de Lab Chow y agua ad libitum. Para el pretratamiento, permanecieron en ayuno,
con acceso libre durante toda la noche al agua y recibieron intragastricamente 1 ml de
solucion salina (grupo control) o 1 ml de etanol al 50% por sonda gastrica (grupo de
induccién de gastritis). Las ratas se mantuvieron en cajas individuales con acceso libre al
agua y alimento (grupo control) o al 5% de etanol en agua y alimento (grupo con gastritis).
Este dltimo grupo ingiri6 de 9-10 g/kg de peso corporal de etanol diariamente. Los
pretratamientos se llevaron a cabo por cinco dias y al quinto dia este se retir6. Se
sacrificaron un conjunto de ratas control (n=6) y con gastritis (n=6), con anestesia general
con pentobarbital sédico (40 mg/kg peso corporal), 2 hrs después de retirar el etanol (24,
48, 72 hrs). En otro grupo de ratas con gastritis, el mucilago se administro
independientemente, después de retirado el etanol como sigue: (1) aquellos que
recibieron solucién salina intragastrica por uno a tres dias (en pares de control y tratado,
n=6); (2) ratas (n=6) que recibieron administracién intragastrica de mucilago (5 mg/kg/dia)
por uno a tres dias. Correspondiendo a los controles, aquellos que no fueron tratados con
etanol (n= 6), después de completar el quinto dia, se les aplico el mismo esquema de
administracién del mucilago. Después los animales fueron sacrificados por decapitacion,
bajo anestesia general con pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso).

4.4 Histologia

Los estomagos se removieron, haciendo una diseccién a lo largo de la curvatura
menor, se lavaron y depositaron en solucién salina fria (8° C). Segmentos de la pared

gastrica se cortaron a lo largo de la mucosa glandular. Los especimenes se fijaron en
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amortiguador de fosfatos conteniendo formalina al 10% y se tifieron con hematoxilina y
eosina, asi como con tincién tricromica de Gomori. Los especimenes de mucosa gastrica
se codificaron para el analisis patolégico cuantitativo y fueron evaluados con el
microscopio de luz y con micrografia seleccionando los 10 mejores campos por cada
sujeto de acuerdo con el protocolo de doble ciego.

4.5 Fraccionamiento Subcelular de la Mucosa Gastrica

La mucosa gastrica de las ratas se extrajo completamente y se homogeneiz6 en un
amortiguador conteniendo 0.25 M de sacarosa y 10 mM de Tris-Base (pH=7.5). Para el
aislamiento de las membranas piésméticas se utilizd el método descrito por Loten y
Redshaw-Loten [61] para el aislamiento de membranas plasmaticas de higado. El
homogeneizado se centrifugd a 1,500 rpm a 4 °C y el precipitado resultante sé
resuspendié en el mismo amortiguador, solo agregando Percoll y sacarosa 2 M. Las
muestras se centrifugaron a 12,800 rpm a 4 °C durante 25 min y la fraccion de membrana
plasmatica se ubicé en otro tubo conteniendo Percoll y CaCl, 81.6 nanomolas/litro. Las
muestras nuevamente se centrifugaron a 13,500 rpm a 4°C por 15 min y las membranas
plasmaticas se colectaron y se mantuvieron para su utilizaciéon en refrigeracion. La
centrifugacién secuencial a 8,500 rpm y después a 100,000 rpm a 4 °C, permitié remover
la fraccién mitocondrial y microsomal. La pureza de las fracciones se evalué con enzimas
marcadoras. El mismo criterio se utilizd para la fracciéon citosélica, donde la actividad
especifica de las enzimas alcohol y lactato deshidrogenasa indicaron estar por abajo del

8% de contaminacion de otras fracciones subcelulares.
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4.6 Procedimientos Analiticos

Para determinar el contenido de fosfolipidos membranales se utilizaron las
muestras de membranas plasmaticas depositandolas en cloroformo/metanol (2:1, v/v). El
extracto se filtr6 con papel filtro y se descart¢ la fase acuosa. Los lipidos contenidos en la
fase con cloroformo se depositaron en una capa fina con silice de cromatografia,
corriendo en fase moévil (130 ml de cloformo, 70 ml de etanol, 5 ml de hidroxido de
amonio, 5 ml de agua destilada) para separar los fosfolipidos. Las especies de
fosfolipidos se revelaron por exposicién a vapores de yodo; las especies de fosfolipidos se
identificaron y determiné su contenido de fésforo a 820 nm y fueron cuantificados de
acuerdo al método de Garcia-Sainz y Fain [62] y el colesterol por el método colorimétrico
reportado por Abell et al. [42]. La actividad especifica de lactato deshidrogenasa (LDH, EC
1.1.1.27) se analizé por medio de la técnica de Vassault [59] y alcohol deshidrogenasa
(ADH, EC 1.1.1.1) se determindé mediante espectrofotometro con 650 mmolas/litro de
etanol como sustrato, con las condiciones descritas por Caballeria et al., para el ADH de
estobmago de rata [63]. En todos los ensayos, el contenido de proteina se cuantificé de
acuerdo a Lowry et al. [64].

4.7 Modelo de la Estructura Molecular

Con base en los estudios sobre la composicién quimica del mucilago de O. ficus-
indica, que permiten disponer de informacion sobre los monosacaricos que lo constituyen
y la forma en la que estan interconectados [17-23], se propone un modelo simplificado de
la estructura tridimensional del mucilago.

Inicialmente se obtuvieron las coordenadas cristalograficas de los monosacaridos

que forman el mucilago como; galactosa [65], acido galacturénico [66], ramnosa [67] y
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xilosa [68], mismas que se utilizaron como geometrias de inicio para hacer una busqueda
de conformaciones al rotar los angulos diedros de los hidroxilos. Con los monosacaridos
resultantes se obtuvieron todas las combinaciones de dimeros encontrados en el
mucilago y se hizo una busqueda de conformaciones rotando los angulos ¢ (formado por
los atomos; 05-C1-04°-C4°) y y (formado por los atomos; C1-04°-C4°-C5’), que
corresponden a los angulos del enlace glicosidico (figura 3), esto mediante el método de
mecanica cuantica; AM1 (Austin Model 1) implementado en el programa Spartan e

instalado en una pentium 4 [69].

Figura 3. Representacion de un disacarido indicando los angulos de torsion ¢ (O5-C1-O4°-C4’) y y
(Cl1-04°-C4°-C'5 "), asi como la numeracion de los atomos de acuerdo a la IUPAC. Los atomos de
carbono en azul, oxigeno en rojo e hidrogeno en gris..

Mediante la busqueda de conformaciones, se obtuvieron y seleccionaron las
geometrias de menor energia para cada par de angulos ¢ y y de todos los dimeros

posibles del mucilago. Estas geometrias se utilizaron para armar la cadena principal
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(formada por acido galacturénico y ramnosa) y las 10 cadenas laterales representadas en
el presente modelo simplificado (formadas por combinaciones de xilosa, arabinosa,
galactosa), mismas que fueron sometidas a optimizaciones de geometria bajo condiciones
que simularon una cubierta de moléculas de agua mediante el método AM1/SM2 (Austin
Model 1/ Solvation Model 2) disponible en el programa Spartan y que consiste en una
cubierta de moléculas de agua explicitas que rodean al soluto (mucilago) y una segunda
capa de agua de tipo no explicito, asi como polarizacién dieléctrica del disolvente [70].
Una vez obtenidas las geometrias de menor energia para la cadena principal y
ramificaciones en condiciones de hidratacién, estas se unieron entre si, generando una
estructura molecular de inicié del mucilago.

La conformacién de menor energia implica la conformacién mas estable y en los
sistemas biolégicos generalmente corresponde a la estructura molecular biolégicamente
activa. Para obtener la conformacién de menor energia, se optimizé la geometria de la
molécula de inicio, mediante mecanica molecular con el programa Insightll, hasta obtener
una conformaciéon en equilibrio en las condiciones similares a las ;ue se encuentra el
mucilago; es decir, rodeada de moléculas de agua (4 A) y en presencia de 5 iones de
Ca®, utilizando un criterio de convergencia de 0.001 kcal/mol.

Una vez alcanzado el equilibrio con las condiciones anteriores y asumiendo que la
geometria de menor energia corresponde a la conformacion mas estable y por lo tanto
biolégicamente activa, se sometié el modelo del mucilago a diferentes condiciones:

a) Efecto de los carboxilatos.

Los carboxilos de los acidos galacturénicos pueden presentar cargas negativas

(carboxilatos) o neutras (acidos carboxilicos). Se aplicaron diferentes combinaciones
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respecto de las cargas formales (carboxilato vs &cido carboxilico), sobre la cadena
principal del mucilago y se optimizaron las geometrias en fase gaseosa y de hidratacion,
sin iones de Ca®* y se compararon las energias totales.

b) Efecto del Ca®.

Para evaluar el efecto producido por la formacion de complejos idnicos entre los
carboxilatos del mucilago con iones de Caz+, se incluyeron diferentes cantidades de ca®,
ubicandolos a 5 A distancia de los carboxilatos, seguido de optimizacion de la geometria
de todo el complejo en fase gaseosa y en fase de hidratacién. El mucilago presenté todos
los acidos galacturénicos en forma anibnica y las proporciones de Ca® fueronde 1a 5
iones.

Modelo de Membrana Epitelial - Interaccion con una capa de fosfolipidos.

Colateralmente, se desarroll6 un modelo de fosfolipidos que representara la
membrana celular, utilizando para este propédsito el modelo bicapa lipidica de 200
fosfolipidos, desarrollado por Heller et al. [71]. Este modelo se modificé utilizando
Unicamente una de las capas de fosfolipidos. Con la finalidad de presentar una
composicion de fosfolipidos similar a la encontrada en una membrana extracelular de una
célula animal, se representaron la siguiente proporcién de fosfolipidos: 12.96% de
fosfatidiletanolamina, 7.4% de fosfatidilserina, 44.44% de fosfatidilcolina y 35% de
esfingomielina, con un total de 104 fosfolipidos [72]. La conformacion mas estable se
obtuvo optimizando la geometria mediante ciclos alternados de 5,000 pasos de dinamica
molecular con 5,000 pasos de mecanica molecular, hasta alcanzar el criterio de

convergencia de 0.001 kcal/mol con el programa Insightll [73] instalado en una estacion
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de trabajo Silicon Graphics Onyx Mips R4400 facilitada por la Direccién General de
Computo Académico, UNAM.

Con el propésito de determinar la forma en la que interactia el mucilago con la
capa de fosfolipidos se asociaron ambas macromoléculas dejando una distancia de 25 A
de separacion una de la otra y se optimizd la geometria mediante mecanica molecular
hasta obtener la convergencia a 0.001 kcal/mol y 100 picosegundos de dinamica
molecular.

Con la informacién obtenida se analizaron las propiedades hidrodinamicas, y de
interaccion intermolecular del mucilago con los fosfolipidos.

4.8 Analisis de Datos

Los resultados fueron expresados como medias * desviacion estandar. Las
diferencias entre los grupos correspondientes a los analisis histolégico y bioquimico, se
evaluaron con un ANOVA de dos colas y se utilizd una prueba de Tukey para comparar
las medias mediante el programa Statistica version 5 en una computadora personal

pentium 4.
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5. RESULTADOS

5.1 Histologia

La figura 4 muestra micrografias de la mucosa gastrica de ratas control, sin gastritis
(4a y 4b) y sujetos con gastritis, correspondiendo a las 24 (4c y 4d), 48 (4e) y 72 hrs (4f-
4h), después de la administracion de etanol. La presencia en el epitelio de la mucosa
perturbada o interrumpida en su superficie, pérdida de células especializadas (fovea),
edema ligero de la submucosa e infiltracion de leucocitos polimorfonucleares fueron
evidentes en las ratas tratadas con etanol (figuras 4c y 4d).

Estas alteraciones se encontraron también después de 72 hrs de administracién de
etanol; ain cuando el nimero de PMN infiltrados fueron menos abundantes (figura 4f). La
tabla 1 es un resumen del perfil histolégico encontrado en ratas tratadas con etanol (grupo
con gastritis) y aquellas que ademas recibieron mucilago. Las ratas que solamente
recibieron etanol, presentaron alteraciones evidentes y severas del epitelio superficial e
infiltrado inflamatorio en la mucosa gastrica a las 24 hrs (figura 4c y 4d). A las 48 hrs de
cesar la administracion de etanol, se manifesté una mejoria en la mucosa gastrica; sin
embargo, aln a las 72 hrs de la administracion de etanol, se observé un patrén de
gastritis moderada en estos sujetos (tabla 1 y figura 4f).

El mucilago administrado a las ratas con gastritis fue efectivo en disminuir las
alteraciones histolégicas, promovié la reduccion de las alteraciones de la superficie
epitelial, la pérdida de células especializadas de la fovéa y el infiltrado de PMN en forma
importante desde las 48 hrs (figura 4e) y en forma significativa a las 72 hrs (figuras 4g y

4h). El tratamiento de la mucosa gastrica con mucilago fue efectivo en la reversiéon de
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Figura 4 a-b. Micrografias de la mucosa gastrica de ratas sin gastritis. Se tifio con hematoxilina-eosina
vy se utilizo el objetivo 40x.
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Figura 4 c-d. Micrografias de la mucosa gastrica de ratas con gastritis (24 hrs), las amplificaciones y
Mechas sefialan los polimorfonucleares. Se tifio con hematoxilina-eosina y se utilizo el objetivo 40x.
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Figura 4 e-f. Micrografias de la mucosa gdstrica de ratas con gastritis. Las que recibieron
mucilago presentaron un menor numero de polimorfonucleares desde las 48 hrs (e) respecto
de las ratas sin tratamiento con mucilago, ain a las 72 hrs (f). Se tiné con hematoxilina-eosina y
se utilizo el objetivo 40x. Las flechas senalan las células polimorfonucleares.
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Figura 4 g-h. Micrografias de la mucosa gastrica de ratas con gastritis. La presencia  de
polimorfonucleares a las 72 hrs es muy baja o no se presentan (g-h) y los bordes epiteliales

presentan poca alteracion, como se senala con flechas (g). Se tifi6 con hematoxilina-eosina
v se utilizo el objetivo 40x.
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dichas lesiones histolégicas encontradas en ratas que presentaron gastritis en forma

estadisticamente significativa (tabla 1) respecto de las que no lo recibieron.

Tabla 1. Perfil histologico. Incidencia de lesiones microscopicas en estomagos de ratas que
recibieron etanol y mucilago.

Tratamientos Tiempo PMN infiltrados** Epitelio Superficial Células Especializadas

(alteracion) (alteracion)
Horas X * de. Gpos. X + de. Gpos. X * de. Gpos.
Tukey* Tukey Tukey
Sin gastritis  24-72  0.0001 + 3.27 E 0.001 Cc 0.0001 + E
0.0001 0.0001
Gastritis 24 0.058 + 0.012 A 43+1.0 AB 45+ 0.55 A
Gastritis + 24 0.093 £ 0.014 B 52+1.17 A 4.2+1.33 A
Mucilago
Gastritis 48 0.073 +0.014 AB 45+ 0.84 AB 3.2+ 0.41 AB
Gastritis + 48 0.086 + 0.005 CD 28 t B 1.7+ 0.82 CD
Mucilago 0.75
Gastritis 72 0.056 + 0.006 C 32+133 B 23+1.03 BC
Gastritis + 72 0.039 + 0.005 DE 0.8+ 0.75 C 0.3 0.52 DE
Mucilago

* Misma letra indica diferencia no estadistica usando una a = 0.05 y una ANOVA, P<0.0001
** PMN= Leucocitos polimorfonucleares infiltrados.

5.2 Ensayos Bioquimicos

En ninguna de las condiciones a las que se sometieron las ratas modificé en forma
significativa el contenido total de fosfolipidos de membrana. Sin embargo, el etanol originé
modificaciones en la proporcion de especies de fosfolipidos; aumentando fosfatidilserina y

fosfatidiletanolamina, y disminuyendo fosfatidilinositol y fosfatidilcolina, respecto del grupo
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sin gastritis, los cuales no presentaron cambios en la composicion de fosfolipidos (tabla
2). Por su parte, los niveles de colesterol en la membrana plasmatica mostraron cambios
importantes en respuesta a los dafios en la mucosa. En el grupo con gastritis, se observé
un incremento temprano del colesterol, el cual fue significativo al tiempo final estudiado.
La administracion de mucilago fue exitosa en restaurar el contenido normal de colesterol
membranal (tabla 3) y la composicion de fosfolipidos, medidos como la relacion

fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina, desde las 72 hrs (tabla 2).

Tabla 2. Composicion de fosfolipidos (nmol/mg de proteina) de membranas de células epiteliales de
mucosas estomacales de ratas. Datos expresados como la media + desviacion estandar.

Sin Gastritis  Gastritis +  Gastritis  Gastritis +  Gastritis Gastritis +
EF* gastritis (24 hrs) mucilago (48 hrs) mucilago (72 hrs) mucilago
(24 hrs) (48 hrs) (72 hrs)

FS* 140+17 164+16 185+15 184+22 174+12 192126 139 £ 30
FI* 337+13 273+20 289+41 246122 268+24 247129 313+ 19
FC* 341117 231127 236+26 244115 282+29 281122 333+13
FE* 151+14 235124 254+24 195117 170 £11 181 £13 144 £ 19

Totales 969+ 61 90387 964+t106 869t76 894+76 90089 929 + 80

Grupos

Tukey A A A A A A A

Totales**
FC/FE 2.26+0.23 0.99+0.34 0.93+0.14 1.25+0.07 1.65+0.21 1.55+0.16 2.31%0.25
Grupos

Tukey A D D CcD B BC A
FCIFE**

* FS= fosfatidilserina, FI= fosfatidilinositol, FC= fosfatidilcolina, FE= Fosfatidiletanolamina.
** Misma letra indica diferencia no estadistica usando una a = 0.05 y una ANOVA, P<0.0001
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Tabla 3. Contenido de colesterol membranal total de mucosas gdstricas de ratas con y sin gasritis y
tratadas con mucilago.

Tratamiento Tiempo X + de. Grupos
(horas) (nmol/mg Tukey*
proteina)
Sin gastritis 24 -72 122+ 6.1 C
Gastritis 24 257 £ 17.5 A
Gastritis + 24 2490 + 20.6 A
mucilago
Gastritis 48 269 + 29.1 A
Gastritis + 48 1972 1562 B
mucilago
Gastritis 72 240 £ 27.0 A
Gastritis + 72 130+ 13.9 C
mucilago

* Resultados de la prueba Tukey para las medias: misma letra indica
diferencia no estadistica usando una a = 0.05 y una ANOVA, P<0.0001
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Como una consecuencia de los efectos descritos anteriormente, un parametro
importante, que permite determinar la fluidez de la membrana y en este sentido el buen
funcionamiento celular, es la proporcién de colesterol con respecto a los fosfolipidos. Esta
relacion se modific6 por efecto de la gastritis. Los animales control, sin gastritis
presentaron un proporcion muy constante y los tratados con mucilago solo alcanzaron
esta condicion normal en forma significativa hasta las 72 hrs (figura 5).

Por su parte, las membranas plasmaticas de ratas con gastritis presentaron un
incremento drastico de la relacion colesterol/fosfolipidos (cercano al 100%), de 24 a 72 hrs
después de la administracion de etanol (figura 5). El mucilago administrado a las ratas
con dafo en la mucosa, provocd una reversibn gradual en la relacién
colesterol/fosfolipidos, la cual llego a ser similar a la presentada por los sujetos control y
mucho menor a la encontrada en las membranas plasmaticas de las ratas con gastritis en

todos los tiempos (figura 5).

0.4

Colesterol / Fosfolipidos
(nmol/mg proteina)

Sin Gastritis  Gastritis + Gastritis  Gastritis + Gastritis  Gastritis +
Gastritis Mucilago Mucilago Mucilago

Figura 5. Relacion colesterol / fosfolipidos de membrana de mucosas gastricas de ratas con y sin
gastritis y tratadas con mucilago. Usando una a = 0.05 y una ANOVA P<0.0001 se compara: * vs
ratas sin gastritis y ** vs ratas con gastritis sin recibir mucilago correspondientes al mismo tiempo.
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Las tablas 4 y 5 muestran respectivamente los efectos en las actividades
enzimaticas citosolicas de ADH y LDH inducidas por los tratamientos. En animales control
que recibieron mucilago, la actividad de la ADH disminuy6é a las 24 hrs (13.5%, al
compararla con los sujetos control). La actividad de la ADH rapidamente se incremento
después de 24 hrs y se mantuvo constante desde las 48 hrs después de cesar la
administracion de etanol (tabla 4). Sin embargo, la administracién de mucilago origind una
elevacion en la actividad de esta enzima en forma acelerada, induciendo un aumento
significativo de su actividad, observandose diferencias significativas respecto de las ratas
que no recibieron mucilago y alcanzado la condicién normal, todo esto a las 48 y 72 hrs,

como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Actividad especifica de alcohol deshidrogenasa de mucosas gastricas de ratas con y sin
gasritis y tratadas con mucilago. Se comparan las medias utilizando la prueba de Tukey.

Tratamientos Tiempo X td.e. Grupos Tukey*
(horas) (nmol/min/mg
proteina)

Sin gastritis 24-72 28.0+2.92 A
Gastritis 24 126 +1.14 C
Gastritis + mucilago 24 19.0+0.80 B
Gastritis 48 18.4 +1.78 B
Gastritis + mucilago 48 30.7+£2.2 A
Gastritis 72 19.7 £2.00 B

Gastritis + mucilago 72 29.8+1.63 A

* Misma letra indica diferencia no estadistica usando una a = 0.05 y una ANOVA, P<0.001
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Respecto de la actividad especifica de LDH no se presentaron diferencias entre las
ratas con y sin tratamiento de mucilago, sin embargo todas ellas presentaron actividades

elevadas respecto de los controles (tabla 5).

Tabla 5. Actividad especifica de lactato deshidrogenasa de mucosas gastricas de ratas con y sin
gasritis y tratadas con mucilago.

Tratamientos Tiempo X £ de. Grupos
(horas) (mimol/min/mg Tukey*
proteina)
Sin gastritis 24 -72 2.11+£0.144 C
Gastritis 24 3.21+£0.187 A
Gastritis + mucilago 24 2.98 £ 0.364 AB
Gastritis 48 3.10 £ 0.177 AB
Gastritis + mucilago 48 29850115 AB
Gastritis 72 2.87 £ 0.121 AB
Gastritis + mucilago 72 2.71 +£0.257 B

* Misma letra indica diferencia no estadistica usando una a = 0.05 y una ANOVA, P<0.0001 con una
prueba de Tukey.
5.3 Modelo Molecular
La estructura del mucilago se desarrollé simulando las condiciones mas cercanas a
las que se encuentra en la célula; ésto es, altamente hidratado y con iones de Ca**
asociados (figura 6). Sin embargo, para evaluar el efecto de interacciones
intramoleculares se analizé la molécula bajo diferentes condiciones, esto es en fase

gaseosa, acuosa, modificando las cargas de los carboxilatos y la presencia de Ca®".
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Figura 6. Estructura molecular del mucilago formando complejos con ', o vy asociado con
moléculas de agua a través de puentes de hidrogeno. Los atomos de carbono en azul, oxigeno en
rojo, hidrogeno en gris, calcio en verde v en color negro las moléculas de agua. Las lineas
punteadas en verde, indican puentes de hidrogeno.

5.3.1 Efecto de los carboxilatos en fase gaseosa.

En fase gaseosa, como resultado de la modificacion en las cargas idnicas sobre la
cadena principal, es decir convertir los acidos carboxilicos (neutros) a carboxilatos
(aniones), se observdé un aumento en la energia directamente proporcional al numero de
carboxilatos. La posicion del carboxilato no afecté a la energia como lo indica la figura 7a,

dénde se observo que el incluir un solo carboxilato (-1) y cambiarlo de posicién a lo largo

de la cadena principal produjo energias similares.
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En fase de hidratacion, la energia disminuy6 al aumentar el niumero de carboxilatos
y al igual que en la fase gaseosa la posicion del carboxilato no afect6 la energia como lo

muestra la figura 7b.

FASE GASEOSA - SIN CALCIO
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Figura 7a. Variacion en las cargas formales a lo largo de la estructura molecular del mucilago en
fase gaseosa y sin incluir calcio.
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Figura 7b. Variacion en las cargas formales a lo largo de la estructura molecular del mucilago en
Jase acuosa y sin incluir calcio.
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5.3.2 Efecto del Ca**

En fase gaseosa, la presencia de Ca** es favorable energéticamente y propicia una
tendencia a la estabilidad molecular al formarse los complejos i6nicos entre el Ca** y los
carboxilatos como lo muestra la figura 8a, donde la energia disminuye al aumentar el
numero de iones de Ca®*, no afectando la posicién en la que se formé el complejo iénico.
Esto puede ser indicativo de ausencia de selectividad de Ca** por alguno de los

galacturonatos.

FASE GASEOSA y CALCIO
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Figura 8a. Variacion en el numero de iones de calcio asociados al mucilago en fase gaseosa y con
carga formal de —10.

En fase de hidratacién, se manifestd un efecto similar al ocurrido en fase gaseosa,
es decir hubo una disminucion en la energia al aumentar los iones de Ca?, sin embargo
la diferencia en energia entre 1 y 5 iones de Ca®* fue muy pequefia como lo muestra la
figura 8b. Esto puede deberse al efecto de la solvatacion, en donde el agua actiia como

una pantalla que impide la interaccion directa entre los galacuronatos y Ca™.
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La energia total del mucilago bajo estas condiciones fue de —4,899 kcal/mol. Las
caracteristicas moleculares resultantes correspondieron a una molécula ovoide con
dimensiones; 58.24 de largo por 34.85 A de ancho, formada por 92 monosacaridos,
siendo estos galacturonato y ramnosa en la cadena principal y galactosa, arabinosa y
xilosa en las 10 cadenas laterales. El mucilago alcanzé el equilibrio a través de 244
puentes de hidrégeno intramoleculares y 1,044 intermoleculares con agua, ademas de

interacciones electrostaticas, estéricas y ionicas.

FASE ACUOSA y CALCIO
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Figura 8b. Variacion en el numero de iones de calcio en asociacion al mucilago en fase acuosa.
Mucilago con carga formal de —10.

El efecto mas importante sobre los carboxilatos y sobre la estructura en general se
debié a la interaccion con el Ca*. Estos iones formaron una esfera de ionizacion, entre
uno o dos carboxilatos, atrayendo a un punto medio al Ca** y acercandose entre si dos
galacturonatos. Esto origind, que la cadena principal adquiriera una forma
moderadamente cilindrica que corresponde a un arreglo de tipo giros al azar, como lo

muestran los angulos ¢ y v (tabla 6).
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Tabla 6. Angulos ¢ y w de la cadena principal del mucilago*.

Disacaridos Angulos ¢  Angulos vy
1° Galacturonato 2° Ramnosa 38 71
2° Ramnosa 3° Galacturonato 87 174
3° Galacturonato 4° Ramnosa 26 145
4° Ramnosa 5° Galacturonato -122 119
5° Galacturonato 6° Ramnosa 68 99
6° Ramnosa 7° Galacturonato 93 113
7° Galacturonato 8° Ramnosa -172 -140
8° Ramnosa 9° Galacturonato -82 -51
9° Galacturonato 10° Ramnosa -40 97
10° Ramnosa 11° Galacturonato 63 -90
11° Galacturonato 12° Ramnosa 102 101
12° Ramnosa 13° Galacturonato 64 143
13° Galacturonato 14° Ramnosa 95 40
15° Ramnosa 16° Galacturonato -113 125
16° Galacturonato 17° Ramnosa 32 74
17° Ramnosa 18° Galacturonato 97 117
18° Galacturonato 19° Ramnosa 107 76
19° Ramnosa 20° Galacturonato 67 108
20° Galacturonato 21° Ramnosa -87 112

* Agulos ¢ (05-C1-04°-C4") y w (Cl-0O4°-C4"-C5’) de acuerdo a la figura 3.
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Aln cuando la presencia de agua compitié y afecté la formacién de complejos
iénicos, los iones de Ca?* formaron en todos los casos asociaciones con los carboxilatos.
Sin embargo, no todos los carboxilatos formaron asociaciones con alguno de los 5 iones
de Ca*. La interaccion entre el Ca* y los carboxilatos ocurrié al haber un acercamiento
gradual de una distancia inicial de 5 A a una distancia final de entre 2.19 y 2.39 A (x=2.33
+ 0.86) de los oxigenos del carboxilato al atomo de Ca®*. Con la optimizaciéon de la
geometria de la monocapa de fosfolipidos se obtuvo una capa con una representaciéon
heterogénea en la composicién de fosfolipidos, rectangular de 87.53 A de largo y 51.6 A.
Es decir una superficie de 4,516 A? capaz de albergar el modelo molecular del mucilago
durante la interaccion entre ambas moléculas en la dinamica molecular (figura 9a).

Como resultado de la interacciéon entre el mucilago y la membrana se observé una
atraccién entre ambas macromoléculas. Por efecto de la atraccion, ocurrié una reduccion
en la distancia entre ambas a lo largo de la dinamica molecular. La distancia original de 25
A (figura 9b), se acorté paulatinamente hasta ejercerse un contacto entre el mucilago y la
capa de fosfolipidos (figura 9c). Los tipos de interacciones observadas entre el mucilago
y la capa de fosfolipidos fueron iénicas, formadas entre los carboxilatos de los residuos de
galacturonato y las aminas cuaternarias de las cabezas de fosfatidiletanolamina,
fosfatidilcolina, fosfatidilserina. Sin embargo, también se presentaron puentes de
hidrégeno entre los hidroxilos de ambas macromoléculas y al ocurrir una reduccién en la
energia por efecto de la interaccion, es evidente que los contactos estéricos,
electrostasticos ademas de los puentes de hidrégeno y puentes iénicos, tuvieron una
resultante favorable para ambas moléculas debido a que la energia del complejo fue
menor al ocurrir la asociacion del mucilago con la membrana respecto del paso inicial a

25 A de distancia, donde ninguno de estas interacciones intermoleculares se presentaron.
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Esto demostrd la capacidad del mucilago para asociarse a la superficie de la membrana

de fosfolipidos.

C

Figura 9. Interaccion entre el mucilago y una monocapa de fosfolipidos. (A) Vista superior,
monocapa de fosfolipidos en amarillo y (B) vista lateral, interaccion a 10 A de distancia y (C)
Jormacion del complejo estable al finalizar la mecanica molecular.
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6. DISCUSION

En el presente estudio se analizaron las propiedades terapéuticas del mucilago de
Opuntia ficus-indica, evaluando su capacidad para revertir las alteraciones del epitelio
estomacal de ratas a las que se les administroé etanol para inducir una gastritis subcrénica.
El modelo ademas fue disefiado para lograr un esquema que fuera similar a una gastritis
activa, tal como la que se manifiesta en personas que ingieren alcohol. Para esto, se evité
el uso de altas concentraciones de etanol, el cual puede ser ulcerogénico aun con
frecuencia de administracién baja o concentraciones bajas que podrian dificultar el
diferenciar entre la reversién al estado normal por efecto del mucilago o por los procesos
autdbnomos de reparacion del organismo. El equiparar este modelo a la gastritis alcohdlica
humana es una buena aproximacion a pesar de la diversidad de habitos de ingesta de
alcohol que prevalece, en este sentido, se puede sefalar que el dafio gastrico inducido en
las ratas fue muy similar histolégicamente al encontrado en personas con gastritis activa,
lo que permite tener la certeza que la extrapolacién es valida para un buen nimero de
condiciones. Asi mismo, aun cuando la gastritis puede tener diversos origenes o agentes
etiolégicos, el resultado es el mismo. Se produce inflamacién y erosién de la mucosa
gastrica, de manera que una vez producida la gastritis, la accién terapéutica puede
tratarse de forma moderadamente similar, es decir retirar el agente nocivo y aplicar un
agente terapéutico [35].

6.1 Histologia

La administracién de una disoluciéon concentrada de etanol ha demostrado ser un
buen inductor de dafio en la mucosa gastrica, originando una perturbacion de mas del

80% de la superficie de las células epiteliales a través de las glandulas estomacales en
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ratas [74,75). Los hallazgos histolégicos demostraron que los sujetos a los que se les
administré etanol presentaron alteraciones de la mucosa gastrica desde las 24 hrs, no asi
los sujetos control, esto permiti6 comparar los perfiles histolégicos y bioquimicos de
sujetos con gastritis con respecto de sujetos sanos a lo largo del tiempo, asi como el
proceso de recuperacidn de manera espontanea, sin aplicacion de algun agente
terapéutico y aplicando mucilago. La presencia de gastritis se determiné al observar al
microscopio alteraciones consistentes en perturbacion de la superficie epitelial, pérdida de
células especializadas, edema en grado variable de la submucosa, caracterizado por la
presencia de leucocitos polimorfonucleares.

Las sales biliares, aspirina, y acidos pueden difundirse al interior de las células
epiteliales e inicialmente causar dafio celular interno sin alterar la membrana celular apical
y sin producirse exfoliacion celular del epitelio [35]. El tratamiento con etanol induce darno
directo de las células de la mucosa gastrica, probablemente por el desarrollo de radicales
libres e hiperoxidacion de lipidos, produciendo de esta forma exfoliacion [76]. Las
evidencias histolégicas encontradas indican un efecto sobre los complejos proteinicos de
unién intercelular y/o directamente originando muerte celular, al observarse perturbacion y
exfoliacion de la superficie epitelial. El dafio de la superficie epitelial puede tener efectos
muy importantes sobre la integridad de la mucosa gastrica, si se considera que actua
como una barrera, que es responsable de mantener el gradiente de pH intraluminar,
secretar bicarbonato (HCO*) y mucus, contribuyendo a su papel protector y coordinando
los procesos de regulacion del estdmago [35]. Por lo tanto, el dafio originado sobre este
estrato celular es muy importante para explicar los mecanismos de alteracién vy
restauracion de la mucosa gastrica. Las células de la superficie epitelial, normalmente son

completamente renovadas de cinco a ocho dias y la exfoliacion de estas células es un
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proceso fisiolégico normal. En condiciones de ulceracion por estrés o por efecto del
etanol, las células epiteliales pueden ser destruidas completamente en la porcién fundica
de la mucosa en algunos minutos [35] y esto fue evidente en los sujetos que recibieron
etanol, los cuales manifestaron perturbacion del epitelio superficial desde las 24 hrs de
evaluacién. Los sujetos a los que no se les aplico mucilago, no lograron establecer la
condicion normal aun a las 72 hrs. Por el contrario, los que recibieron mucilago
manifestaron una menor perturbacion en el epitelio superficial, alcanzandose la condicion
normal a las 72 hrs, indicando de forma evidente que la velocidad de restauracion fue
mayor al aplicar el mucilago. Las células del cuello, localizadas en las regiones del cuello
y el Istmo de las glandulas gastricas, son células progenitoras y son capaces de migrar
para reemplazar las células epiteliales superficiales exfoliadas. En la gastritis subcronica
ocurre una alteracion y pérdida de células especializadas (tabla 1). Cuando el dafo es
recurrente y no se permite que ocurra la recuperacién, se altera ademas del arreglo
celular, los vasos capilares que nutren al tejido, originando a la larga un proceso
ulcerogénico o gastritis crénica; sin embargo, en los sujetos estudiados se mantuvo en
forma general la citoarquitectura de la mucosa gastrica, a pesar de la exfoliacion en la
superficie celular del epitelio cercana al apice glandular, que en forma general permanecioé
sin alteracion. Esta region profunda es donde se lleva a cabo la proliferacion celular y son
las células responsables de reemplazar el epitelio gastrico en condiciones normales o
ante un estimulo adverso [35]. Al aplicar el mucilago no ocurre una interaccion directa
sobre estas células, sin embargo al ser un polisacarido de alto peso molecular puede
actuar sinérgicamente junto con los demas factores de defensa (bicarbonato y mucinas)
de la mucosa gastrica e impedir que estimulos adversos como puede ser el HCI o

pepsinas actien sobre el epitelio. El proceso de reparacion puede verse favorecido, lo que
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explicaria la mejoria manifestada por una menor perturbacion en la superficie epitelial y en
las células especializadas (tabla 1), especialmente a las 72 hrs de aplicacion. Uno de los
elementos mas importantes para determinar la presencia y tipo de gastritis es el encontrar
infiltrado inflamatorio caracterizado especificamente por la presencia de neutréfilos, cuya
actividad deriva de la aparicion de especies reactivas de oxigeno y proteasas, de tal forma
que su actividad es una indicacion evidente de un tejido dafado y la densidad de
neutréfilos intraepiteliales se correlaciona directamente con la extension del dafo en la
mucosa gastrica [77]. Los neutrofilos se encontraron en la lamina propia, en el epitelio
(particularmente en la region del cuello glandular) y dentro del lumen de la févea, desde
las 24 hrs, disminuyeron en forma gradual y mas rapida en los sujetos que recibieron
mucilago, como se muestra en la tabla 1, pudiendo considerarse que el mucilago
disminuye el proceso inflamatorio a una velocidad de un 41% respecto de los sujetos que
no recibieron este tratamiento (desde las 48 hrs). Si se considera que la citoarquitectura
producto de una gastritis subcrénica se conservé como lo indican los datos histologicos,
entonces la microcirculacion que propicia inicialmente la incorporaciéon de neutréfilos y que
se ve favorecida por la estasis vascular en el tejido. Al aplicar el mucilago se forma una
capa extensa que recubre y evita la difusion e induccion de especies reactivas de oxigeno
y proteasas al interior del epitelio [76], evitando de esta forma la aparicibn de mayor
nimero de neutréfilos, y ademas se favoreci® su liberacion a través de la
microvasculatura de tal forma que el efecto es directo sobre el nUmero de neutréfilos.

6.2 Parametros Bioquimicos

Como consecuencias de la administracion de etanol se originan alteraciones como

las sefnaladas, ademéas una reduccién en la diferencia de potencial y secrecién de H*, asi
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como un aumento de la concentracién de Na* en el lumen a un pH neutro; estos eventos
son indicativos de la ocurrencia de cambios muy profundos en la permeabilidad de la
membrana [78-80]. También se ha encontrado una actividad deficiente de la bomba de
sodio de la membrana plasmatica de las células epiteliales del estbmago [81], lo que
apoya la idea de que ocurre un proceso general de alteracion sobre la membrana
plasmatica de la mucosa gastrica en animales con lesiones causadas por etanol. La
accion multifactorial del etanol en la generacién de dafios en la mucosa gastrica puede ser
relacionado con la liberacion de mediadores derivados del tejido por los mastocitos de la
mucosa en respuesta al trauma no especifico [82], ligado a cambios microcirculatorios,
estasis inducida por estrés son eventos encontrados en areas lesionadas [83]. Basado en
lo anterior, se esperaba la presencia de alteraciones de la membrana plasmatica de la
mucosa gastrica en ratas con gastritis inducida con etanol, tal como ocurri6.

El presente estudio muestra que membranas plasmaticas aisladas de mucosa
gastrica de ratas con gastritis se caracterizan por presentar alteracion en sus
carateristicas estructurales al presentar un incremento drastico en la relacion
colesterol/fosfolipidos (figura 5), un aumento de los fosfolipidos; fosfatidilinositol y
fosfatidilcolina acompafado de una disminucién en fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina
(tabla 2), lo que sugiere claramente que la fluidez de la membrana disminuye por la
gastritis inducida por etanol. Lo publicado sobre la composicion de fosfolipidos de la
mucosa gastrica durante el proceso de gastritis sefiala; una mayor presencia de
fosfatidilcolina (FC), una relacion fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina (FC/FE) disminuida,
esto ultimo correlacionado con un aumento en la metilacién de lipidos. También se sefala
un incremento en el contenido de colesterol esterificado en la mucosa [34] como lo

muestra el presente estudio (tabla 3). La relacion que guarda el colesterol respecto del
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contenido total de fosfolipidos influye en la fluidez de la membrana, debido a que el
colesterol se orienta en la bicapa lipidica con sus grupos hidroxilos préximos a las
cabezas polares de las moléculas de fosfolipidos; sus anillos esteroidales, planos y
rigidos, interactuan con las regiones de las cadenas hidrocarbonadas que son mas
cercanas a los grupos polares de la cabeza, en parte inmovilizandolas pero dejando el
resto de la cadena mas flexible. Asi mismo, bajo condiciones de alteracién membranal, el
colesterol aumenta [72,84,85). Al determinar el contenido total de colesterol y fosfolipidos,
y establecer el producto de la relacion colesterol/fosfolipidos, se encontré un indice
elevado respecto de la condicién normal (tabla 2), esta condicién se ha demostrado que
origina una alteracion en la permeabilidad membranal debido a que al disminuir la
movilidad de los primero grupos CH; de las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de
fosfolipidos, el colesterol hace a la bicapa lipidica mas rigida en esta region y de ese
modo disminuye la permeabilidad de la bicapa a moléculas solubles pequerias [86,87]. El
mecanismo involucrado en las alteraciones inducidas con etanol en la composicién de
fosfolipidos de las membranas mucosas es desconocido; sin embargo, la presencia de
fosfolipasas activas dependientes de calcio (principalmente fosfolipasas A; y Az) en
mucosa gastrica, pueden inducir un dafio marcado en la mucosa gastrointestinal [88],
debido a que estan involucradas en la liberacién de acido araquidénico, de fosfolipidos de
membrana y del factor activador plaquetario [89]. Ademas, al producir, lisofosfatidilcolina,
se inducen erosiones en la mucosa, inflamacion y congestion vascular, haciendo que el
infiltrado de leucocitos PMN sea dosis dependiente a liso-FC [90].

La administracién del mucilago a animales con gastritis indujo una disminucioén
confiable de las anormalidades histolégicas de la mucosa gastrica, siendo capaz de

corregir la degeneracién del epitelio superficial y la pérdida de células especializadas y
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reducir la inflamacién en la lamina propia (tabla 1). Todos estos cambios histologicos son
reconocidos por ocurrir durante el proceso de la gastritis [91]. El mucilago indujo reversion
de los dafios en la mucosa gastrica, efecto manifestado en la relacién
colesterol/fosfolipidos la cual se normalizaron en forma significativa a las 72 hrs (figura 5).
La administraciéon de fosfolipidos de superficie activa ejercen alguna proteccion contra el
dafio de la mucosa gastrica, inducido por agentes nocivos solubles en agua [92]. En ese
sentido, los efectos citoprotectores de las prostaglandinas pueden ser debidos
parcialmente a un incremento localizado en la concentracion de fosfolipidos, los cuales
pueden aumentar la hidrofobicidad de la cubierta de la mucosa gastrica [93]. Si la accion
del mucilago en la composicion de los fosfolipidos, encontrada en animales con gastritis,
puede ser mediada por cambios en la concentracion de prostaglandinas de la mucosa
gastrica, este mecanismo de proteccion deberia ser estudiado.

Como se ha sefialado, los cambios en el contenido de fosfolipidos y colesterol de la
membrana plasmatica afectan la fluidez de la membrana [72,87,94]. El mucilago
efectivamente corrigié la relacion colesterol/fosfolipidos en ratas que presentaron gastritis
en forma significativa (figura 5). Esto implica no solo una restauracion estructural de la
membrana (composicién de fosfolipidos), también implica la normalizacién en la funcién
relacionada con el intercambio de moléculas a través de la membrana.

Las actividades especificas de enzimas citosélicas se ha aplicado como un
indicador de la condicién de la mucosa gastrica [34). Las ratas tratadas con etanol
mostraron una disminucién importante de la actividad de la enzima ADH inicialmente (24
hrs), pero después de suspender la administracion de etanol la actividad de ADH fue
constante. Por su parte, la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), también

fue modificada por el tratamiento evaluado; la gastritis, mas que el mucilago indujo
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cambios en la actividad especifica de esta enzima (tabla 5) indicando que el efecto
terapéutico ejercido por el mucilago no esta relacionado con el metabolismo de esta
enzima como ocurre con los antagonistas de los receptores H, de histamina [34]. La
gastritis cronica activa inducida por H. pylori origina una disminucién gastrica de la
actividad de la ADH en el antro, asociada con inflamacién y disminucién de las mucinas
epiteliales [95] y una ausencia de la isoenzima ADH gastrica que se ha relacionado con
cancer en estbmago en humanos [96]. Sin embargo, la ausencia de nddulos formados por
colonias H. pylori durante el analisis histolégico, supone que los efectos sobre estas
enzimas soélo son debido al etanol y al mucilago. Asi mismo, la metaplasia intestinal y
gastritis son acompariadas por una elevacion significativa de los valores relativos de LDH
en la mucosa antral, lo que puede ser indicativo de malignidad previa a los cambios
morfolégicos [58].

Los resultados indican evidentemente una disminucion en la actividad de la ADH de
la mucosa gastrica por efecto del etanol administrado a las ratas (tabla 4) y que a
diferencia de los antagonistas del receptor H, de histamina los cuales se sabe que
retardan la eliminacion del etanol [97] debido, sengun se sefiala, a la inhibicién de la
actividad de la ADH gastrica [95], en el caso de la aplicacién del mucilago este efecto
colateral de los antagonistas del receptor H, de histamina no se observé, por el contrario,
la actividad de la ADH se increment6 rapidamente (tabla 4). Los resultados sugieren que
las actividades de las enzimas citosélicas pueden estar reflejando eventos de restauracion
o proliferacién ocurridos en las células de la mucosa, mismas que son afectadas por la

administracion del mucilago, particularmente en la ADH.
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Algunas posibilidades pueden ser consideradas revisando el posible mecanismo de
accion de reversion del mucilago, y en especial el dafio de la mucosa gastrica inducida
por etanol. A diferencia de los antagonistas del receptor H, de histamina que inhiben la
secrecion de acido y el cual es un importante componente que contribuye al dafio y segun
el cual estos farmacos protegen la mucosa gastrica [97], el mucilago puede ejercer un
efecto no inhibitorio directo. Este puede mas bien actuar como amortiguador de la
secrecion de acido al formar una cubierta sobre el epitelio, al establecer una asociacion
con la capa de mucus, por interaccidén directa entre los monosacaridos de las mucinas y
los fosfolipidos. De esta forma, se puede establecer una barrera fisica que evite la
retrodifusién de H" al epitelio, evitando un deterioro adicional, propiciando de esta forma
una regulacién gradual de la secrecion de acido, del potencial transmembranal y tal vez
propiciando que otros factores actien cambiando intragastricamente el pH [74,98].

Los mecanismos propuestos para los efectos citoprotectores atribuidos a diferentes
agentes, incluyen: estimulacion del mucus y secrecion alcalina, transporte de cloro o
sodio, formacién de AMP ciclico, fosfolipidos de superficie activa y sintesis de ADN y ARN
[99], apoyan la idea de que la proliferacion celular es un factor importante en la
recuperacion de ulceraciones duodenales y gastricas, tales como las reportadas para los
factores del desarrollo epidérmicos, los cuales estimulan la sintesis de ADN, involucrando
sus acciones mitogénicas y que son un factor importante en la disminucién de la Ulcera
[74,100]. En este sentido, las células de la superficie gastrica son de vida corta, realizando
un proceso continuo de restitucion para la reparacion de los defectos en el sitio de la
exfoliacion celular [74]. El pretratamiento con acido araquidénico [101], sucralfato [102] y
16,16-dmPGE; [103] a animales tratados con etanol revela que preservan la zona celular

de proliferacion de la mucosa, la cual rapidamente restaura la integridad de la mucosa, y
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resulta en la recuperacion del epitelio superficial con sus barreras normales y funciones de
transporte.

6.3 Modelo Molecular

No hay duda de que el mucilago tiene una gran capacidad para asociarse con el
agua por la gran cantidad de hidroxilos presentes en todos los monosacaridos que
constituyen la molécula, y que son capaces de interactuar favorablemente con el agua,
formando puentes de hidrégeno (figuras 6 y 10), permitiendo la estabilidad molecular,
como se puede determinar en las figuras 7a y 7b, donde la energia disminuye bajo
condiciones de fase acuosa.

La presencia de cargas negativas a lo largo de la cadena principal en forma
esteroespecifica origina un efecto sobre la estructura, debido a que los carboxilatos
ejercen un efecto de repulsion de atomos electronegativos como los oxigenos de los
hidroxilos, lo que origina una tension sobre toda la estructura, manifestado por el aumento
de la energia al aumentar el numero de carboxilatos en fase gaseosa (figura 7a). En
condiciones de hidratacién la energia disminuye al aumentar los carboxilatos (figura 7b).
Esto pareciera inconsistente, pero se sabe que el agua forma asociaciones favorables con
los oxigenos cargados negativamente como los carboxilatos, estas asociaciones ocurren
al formarse puentes de hidrégeno (hidratacién). La hidratacién implica entre otras cosas
una atenuacion de las cargas del anion (carboxilato) y de esta forma disminuye el efecto
de su carga sobre su entorno. Pero ademas, la asociaciéon del carboxilato con el agua a
través de puentes de hidrogeno origina una red que estructura y estabiliza la molécula,

ganando de esta forma estabilidad el sistema molecular.
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A su vez, el mucilago es capaz de formar asociaciones estables con iones como el
Ca?', a través de establecer interacciones electrostaticas con los atomos de oxigeno de
los carboxilatos, propiciando la formacién de complejos que estabilizan y estructuran la
molécula, originando asi una disminucion en la energia al aumentar el numero de
complejos i6nicos formados (figuras 8a y 8b). Desde el punto de vista energético, ninguno
de los carboxilatos es mas favorable para la formacion de complejos con el Ca** lo que
podria indicar que no existe especificidad entre todos los sitios; estructuralmente, la esfera
de ionizacion (figura 10) correspondié con lo observado previamente para otros
poligalacturonatos [104]. Es decir, las distancias (x=2.33 A + 0.86) y la forma en la que se
presentaron estos complejos correspondieron con las caracteristicas determinadas con
difraccion de rayos X para complejos iénicos similares, donde se informan distancia de
interaccion de 2.1 a 2.9 A [105-107]. Esto podria suponer que las interacciones
electrostaticas que permiten la formacion de los complejos i6nicos carecen de
especificidad y que la asociacion dependen principalmente de la distancia y oportunidad
[108].

El Ca** puede ejercer un papel en la regulacion de la estructura molecular y el
comportamiento fisico del mucilago. Existe controversia sobre la capacidad del mucilago
para formar gel, la cual parece haber sido resuelta [109], con estudios sobre la reologia
del mucilago, los cuales indican que posee una gran capacidad elastica [110]. Sin
embargo, no hay duda de la capacidad de asociacion y almacenamiento de agua, asi
como de su capacidad para regular la viscosidad, a través de la formacion de complejos
ibnicos entre dos 0 mas moléculas de mucilago al formar complejos macromoleculares

[104].
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La estereoregularidad de los galacturonatos a lo largo de la cadena principal origina
asociaciones que influyen en la conformacion del mucilago, debido a que ocurre un
acercamiento en parejas de galacturonatos, por efecto de la formacion del complejo con el
Ca”. Esta misma periodicidad puede propiciar la asociacion entre dos moléculas de
mucilago al permitir la formacién de complejos idnicos entre dos galacturonatos, ademas
de las interacciones por puentes de hidrégeno entre dos moléculas de mucilago, y de
estas con el agua, originando asi la polimerizacién, como ha sido propuesto previamente

para otras pectinas [108].

Figura 10. Amplificacion de una region del mucilago que muestra la formacion de un complejo
ionico entre oxigenos (rojo) de dos galacturonatos y Ca~ (verde). Se indica con lineas punteadas en
negro las distancias interatomicas (A) de los atomos en interaccion ionica.

La inserciobn de ramnosa entre galacturonatos origind que la cadena principal

presentara una estructura helicoidal propiciando un acortamiento y se presentaron

angulos ¢ y y similares a los que se ha informado para otras pectinas resueltas por
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métodos tedricos y para algunas fibras de pectinas resueltas por técnicas experimentales
[104]. Lo sefalado, permiten suponer que el modelo desarrollado para el mucilago
corresponde a las caracteristicas de la molécula activa desde el punto de vista biologico.

Se ha encontrado un contenido variable de diferentes polisacaridos en plantas,
semillas e invertebrados adaptados para soportar la sequia y se ha asociado esta
adaptacion a la capacidad de los polisacaridos para estabilizar proteinas y bicapas
lipidicas. En experimentos in vitro, analizando efectos ante estrés hidrico por parte de la
membrana, sugieren que la capacidad de los polisacaridos para estabilizar estos sistemas
biolégicos depende de su capacidad de asociaciéon y control de la movilidad del agua, al
formar estados denominados vitreos donde se capturan y retienen moléculas de agua
[111].

Asi mismo, se demostr6 la interaccion entre polisacaridos como la k-carragenina
[112], trealosa [30], sucrosa o fructanos [111] con las cabezas polares de los fosfolipidos
de la membrana celular, y se propone que la interaccion directa de los polisacaridos con
las proteinas y cabezas de los fosfolipidos por si misma, contribuye a evitar el dafio
originado por el estrés hidrico al reemplazar moléculas de disolvente asociadas por
puentes de hidréogeno generando una barrera fisica y liberando en forma gradual agua
[30].

Una causa importante de muerte celular bajo condiciones de sequia es la pérdida
de funcién como barrera selectiva por parte de la membrana. Se ha demostrado que el
comportamiento relacionado con el cambio de fase de gel a liquido de la membrana
puede ser influido por la presencia de polisacaridos (fructanos), preservando la integridad

membranal, y permitiendo que la fase de transiciéon se mantenga dentro del intervalo de
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actividad biolégica [11]. La interaccion entre el mucilago y la capa de fosfolipidos,
correspondié con lo observado para otros polisacaridos (fructanos) en los cuales se ha
determinado que penetran las membranas lipidicas, al insertarse entre las cabezas de los
fosfolipidos formando complejos densamente empaquetados. Este fendmeno, origina
interacciones ionicas entre las cargas formales positivas de las aminas cuaternarias
ubicadas en las cabezas de los fosfolipidos y las negativas de los carboxilatos de los
galacturonatos como ocurrié con el mucilago. Es de esperarse que el mucilago cumpla lo
demostrado para otros polisacaridos (k-carrageninas, fructanos, trealosa y sucrosa),
teniendo un efecto importante sobre las propiedades de la membrana celular,
estabilizando la fase de liquido-cristal, generando de esta forma un efecto protector contra
la sequia, temperaturas bajas en las plantas o deshidratacion por efecto del etanol,
variaciones en el pH en el caso del presente trabajo donde se estudia el epitelio
estomacal.

Cuando ocurre la formacion de complejos polisacarido-fosfolipidos se origina una
barrera capaz de impedir la interaccion de la membrana con otras moléculas, tales como
proteinas, al presentarse impedimento estérico entre las proteinas con los fosfolipidos de
membrana [11]. Este mismo proceso puede explicar la capacidad terapéutica del
mucilago, donde el mucilago forma un complejo con los fosfolipidos, muy estable que
puede actuar como una barrera contra agentes nocivos (pepsina), de igual forma como ha
sido demostrado en la ribonucleasa B pancreatica bovina la cual en asociaciéon con
sacaridos (glicanos) disminuye su flexibilidad y aumenta su resistencia, a través de la
accion de los sacaridos generando un “campo estérico” a los sitios de catalisis de las

proteasas [113]. De esta forma, se puede evitar que la membrana del epitelio estomacal
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de los sujetos con lesiones producto de la administracién de etanol, esté en contacto con
agentes nocivos que regularmente son secretados al estbmago, originando que el proceso

curativo se acelere, particularmente la restauracion del epitelio estomacal.
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7. CONCLUSIONES

Con la administracion de etanol fue posible originar gastritis subcrénica en forma
consistente y detectable con los analisis histologico y bioquimico en los sujetos tratados.

Las evidencias histoldgicas consistieron en alteraciones de la superficie epitelial,
edema de la submucosa en grado variable, caracterizado por la presencia de neutréfilos.
Los sujetos que recibieron mucilago, manifestaron una restauracion mas rapida en todos
estos parametros (aproximadamente un 41%), destacando la disminucién en el numero
de neutrdéfilos respecto de los sujetos que no recibieron mucilago (72 hrs).

Los hallazgos bioquimicos mas relevantes fueron: un incremento en el contenido de
colesterol, alteracion en la relacion de especies de fosfolipidos y alteracion en la relacién
colesterol/fosfolipidos, esta informacién indica claramente que la fluidez de la membrana
disminuyo por efecto del etanol; con el analisis de las enzimas alcohol deshidrogenasa y
lactato deshidrogenasa se detectaron alteraciones en el citoplasma, que en el caso de
alcohol deshidrogenasa, consistieron en una disminucion en su actividad.

La aplicacion del mucilago revirtio estas alteraciones, particularmente la relacion
colesterol/fosfolipidos, la cual practicamente se normalizo a las 72 hrs. Por su parte los
niveles de alcohol deshidrogenasa alcanzaron la condicién normal desde las 48 hrs. La
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa se modific6 por el tratamiento; sin
embargo, la gastritis, mas que el tratamiento con el mucilago indujo cambios en la
actividad especifica de esta enzima.

Con un modelo molecular del mucilago fue posible determinar los tipos de
interacciones moleculares que estabilizan a esta macromolécula, siendo muy importantes

los puentes de hidrégeno intramoleculares y entre el mucilago y moléculas de agua, asi
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como interacciones iénicas entre los galacturonatos con iones de calcio (0 magnesio) al
formar complejos i6nicos. La interaccion entre el modelo molecular del mucilago y los
fosfolipidos de membrana indicé una asociacién favorable, fuerte y muy estable entre
ambas macromoléculas.

En conclusidn, el mucilago aceleré la restauracion a la condicién normal a partir de
las alteraciones estructurales y funcionales, generadas durante la gastritis alcohdlica. El
efecto terapéutico puede deberse a que ocurre una asociacion favorable con el epitelio
estomacal, especificamente con proteinas glicosiladas como las mucinas o directamente
con los fosfolipidos, recubriendo la membrana epitelial, evitando dafé recurrente por la

pepsina y HCI, acelerando la regeneracion de la mucosa gastrica.
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