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RESUMEN

Los pacientes hospitalizados que sufren procesos inflamatorios
acompafados de dolor, frecuentemente son administrados con AINEs
y también, en forma profilactica, con antisecretores gastricos. Estos,
reducen sensiblemente las lesiones gastricas, pero también producen
efectos secundarios. Teniendo como objetivo buscar compuestos que
reemplacen el uso de estos protectores gastricos, en este trabajo se
evaluo la actividad antiulcerogénica de extractos hidroalcohoélicos de
Atriplex undulata. Los ensayos se llevaron a cabo utilizando cuatro
grupos de ratones: el Grupo Control (GC) y el Grupo Control Tratado
(GTZ) fueron sometidos a estrés por hipotermia e inmovilizacion,
los ratones pertenecientes a los Grupos Control Indometacina (GCI)
y al Grupo Control Indometacina Tratado (GTZI) fueron sometidos a
estrés y también fueron administrados con indometacina. Los GTZ y
GTZI recibieron respectivamente una dosis via oral de extracto hidro-
alcohélico proveniente de 0,5 g de planta desecada, resuspendida en
carboximetilcelulosa. El dafio gastrico fue evaluado midiendo el area
ulcerada con un analizador de imagenes y comparando el GC respec-
to al GTZ y el GCI respecto al GTZI. En ambos casos, el extracto hi-
droalcohdlico previno en forma significativa (p<0,05) la formacion de
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ulceras. Estos resultados permitieron concluir que el extracto hidroal-
cohodlico de Atriplex undulata reduce significativamente en ratones la
formacion de ulceras por estrés y también las inducidas por estrés y
administrados al mismo tiempo con indometacina. En estudios proxi-
mos, se realizaran ensayos clinicos para evaluar el potencial uso de
farmacos elaborados a partir de Atriplex undulata como protectores
gastricos durante tratamientos prolongados con AINEs en animales
sometidos a estrés.

Palabras clave: Gastroprotector, Atriplex undulata, AINEs,
Antiulcerogénico

Evaluation of the antiulcerogenic activity of Atriplex
undulata D. Dietr. on stomachs of mice under stress
and administered with indomethacin

ABSTRACT

Hospitalized patients suffering from inflammatory processes ac-
companied by pain are frequently administered with NSAIDs and also,
prophylactically, with gastric antisecretors. These significantly reduce
gastric lesions, but also produce side effects. With the objective of loo-
king for compounds that replace the use of these gastric protectors,
in this work the antiulcerogenic activity of hydroalcoholic extracts of
Atriplex undulata was evaluated. The tests were carried out using four
groups of mice: the Control Group (GC) and the Controlled Control
Group (GTZ) were subjected to stress due to hypothermia and immo-
bilization, the mice belonging to the Indomethacin Control Groups
(GCI) and the Control Group Treated Indomethacin (GTZI) were sub-
jected to stress and were also administered with indomethacin. The
GTZ and GTZI respectively received an oral dose of hydroalcoholic ex-
tract from 0.5 g of dried plant, resuspended in carboxymethyl cellu-
lose. Gastric damage was assessed by measuring the ulcerated area
with an image analyzer and comparing the GC with respect to the GTZ
and the GCI with respect to the GTZI. In both cases, the hydroalco-
holic extract significantly prevented (p<0.05) the formation of ulcers.
These results allowed us to conclude that the hydroalcoholic extract of
Atriplex undulata significantly reduces the formation of stress ulcers
in mice and also those induced by stress and administered at the same
time with indomethacin. In future studies, clinical trials will be con-
ducted to evaluate the potential use of drugs made from Atriplex un-
dulata as gastric protectors during prolonged treatment with NSAIDs
in animals under stress.
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Introduccion

Los antiinflamatorios no esteroides (AINEs) inhiben las dos isoen-
zimas de la ciclooxigenasa (COX). La COX-1 presente en diversos te-
jidos del organismo interviene en la sintesis de las prostaglandinas
(PGs) que poseen funciones citoprotectoras en la mucosa gastrica. Las
PGs desempefian un papel importante en la etiopatogenia de las tlce-
ras por estrés o ulceras gastricas agudas® siendo esta patologia muy
comun en pacientes sometidos a estrés quirdrgico, traumatico o do-
lor. Estas lesiones ulcerosas comienzan con alteraciones en la barrera
de la mucosa gastrica, constituida por moco insoluble y una solucién
salina basal producida por las células epiteliales que cubren toda la
superficie libre del estdbmago y las criptas®.

Se esperaba que los AINEs selectivos COX-2 como celecoxib y rofe-
coxib, produjeran efectos aniinflamatorios sin inducir ulceras gastri-
cas. Sin embargo, ensayos clinicos evidenciaron que estos compuestos
también producen lesiones gastrointestinales®.

En medicina humana, se utilizan protocolos en pacientes hospita-
lizados que incluyen la administracién profilactica de antisecretores
para prevenir las Ulceras por estrés y evitar hemorragias digestivas al-
tas™*>). Al mismo tiempo se administran antiinflamatorios como el pa-
racetamol solo o asociado a otros AINEs para prevenir o tratar estados
febriles y para proporcionar analgesia®”. Existe controversia sobre la
administracién rutinaria de este tipo de drogas y aunque algunos au-
tores determinaron que se estan sobre utilizando y que es necesario
establecer protocolos de tratamiento®, se continiian empleando para
que no queden desprotegidos los pacientes que requieren de una te-
rapia profilactica.

El empleo de compuestos antisecretores como los inhibidores de la
bomba de protones, a largo plazo también producen efectos colatera-
les como osteoporosis, infecciones entéricas® y neoplasias gastroin-
testinales®?, entre otros. Estos efectos indeseables fundamentan la
investigacion de alternativas terapéuticas.

Teniendo en cuenta que frecuentemente el empleo de AINEs esta in-
dicado en pacientes que sufren estrés, en este trabajo se reprodujeron
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estas condiciones en ratones utilizando al mismo tiempo dos protocolos
de induccion de ulceras descritos por Toso y Skiar®'12, No se encontra-
ron referencias bibliograficas sobre ensayos para evaluar la eficacia de
protectores gastricos en ratones sometidos a estrés por hipotermia e in-
movilizaciony al mismo tiempo administrados con indometacina?
con el objetivo de reproducir los protocolos empleados en pacientes
traumatizados o que son sometidos a intervenciones quirdrgicas.

Los extractos vegetales provenientes de algunas plantas, demostra-
ron prevenir la formacion de tlceras inducidas por estrés y AINEs como
la indometacina**'%, Teniendo en cuenta estos resultados, en el presen-
te trabajo se evaluo el efecto gastroprotector de extractos hidroalcoh6-
licos obtenidos de Atriplex undulata en ratones BALB/c a los cuales se
les indujeron ulceras por estrés mas la administracion de Indometacina.

Esta planta, conocida con el nombre de “zampa crespa” o “zampa
blanca” no sobrepasa generalmente los 70 cm de altura, su follaje es
de color ceniza o plateado, las hojas son brevemente pecioladas con
ldmina aovado-oblongas, con el borde entero o sinuoso. En Argentina,
esta especie subarbustiva crece principalmente en suelos moderada-
mente salinos de las areas del caldenar y monte arbustivo occidental.
Se la encuentra también en el sur de la Provincia de Buenos Aires y en
la Patagonia*®. Es un forraje natural para el ganado?, las cenizas de
la planta eran utilizadas como lejia y para tratar problemas digestivos
por los indios Ranqueles que habitaban la Provincia de la Pampa®®,

Son escasos los estudios fitoquimicos y descripciones sobre el uso
medicinal de Atriplex undulata. En el Tesauro de Plantas Medicinales
de la Biblioteca de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica,
UdelaR, Uruguay, se describen usos medicinales como astringentes,
vulnerarios, digestivos y aperitivos, recomendando beber una taza
después de cada comida de una infusién preparada con 15 g de hojas
en un litro de agua para obtener efecto digestivo o aperitivo. Con este
mismo proposito puede ser usada bajo la forma de tintura®®. En el mis-
mo Tesauro se publican los estudios fitoquimicos®® realizados sobre
el aceite esencial obtenido de partes aéreas de la planta, concluyendo
que la presencia de p-acetanisole, carvone, vanillin, 4-vinylguaiacol,
guaiacol, terpinen-4-ol y alpha-terpineol explicarian la actividad an-
tioxidante observada. Otros autores también encontraron un impor-
tante efecto antioxidante en el aceite esencial de Atriplex undulata®V.

Las referencias sobre el uso tradicional de Atriplex undulata que
le atribuyen propiedades digestivas y como aperitivo, aunque carecen
de precision, fueron utilizadas para iniciar estudios preliminares para
determinar la posible presencia de efectos farmacoldgicos gastropro-
tectores en ratones administrados con AINEs.
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Materiales y métodos
MATERIAL VEGETAL

Recoleccion e identificacion: se utilizaron partes aéreas de
Atriplex undulata recolectadas en la Provincia de La Pampa. Fueron
identificadas por la Catedra de Botanica de la Facultad de Agronomia,
Universidad Nacional de La Pampa. (UNLPam). Un espécimen de re-
ferencia fue depositado en el Herbario de la Facultad de Agronomia
de la UNLPam (SRFA). El material vegetal fue desecado en estufa de
corriente de aire a 40 °C.

Preparacion del Extracto Hidroalcohdlico: 200 g de partes aéreas
de la planta fueron molidas y extraidas con una solucién compuesta
por agua:etanol (1:1 v/v) durante 24 h (3 x). Los extractos se juntaron
y llevaron a sequedad en rotavapor a 60 2C. El residuo se conservo a
-18 2C hasta el momento de realizar los ensayos.

Preparacion de las dosis de Extracto Hidroalcohdlico de Atriplex
undulata: para diluir los extractos se emple6 una soluciéon de
Carboximetilcelulasa (Ex). El extracto proveniente de 10 g de partes
aéreas desecadas fue diluido en 10 ml de Ex (Z). A cada ratén se le ad-
ministr6 0,5 ml de Z que contiene el extracto proveniente de 0,5 g de
partes aéreas desecadas de la planta.

Animales de experimentacion: se utilizaron ratones Mus muscu-
lus BALB/c hembras de 28 - 30 g de peso, provistos por el Bioterio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLPam. Los animales
fueron trasladados al laboratorio de experimentacion climatizado a
una temperatura de 25 2C con ciclos de luz/oscuridad de 12 h respec-
tivamente. Fueron colocados en grupos de 10 animales en jaulas de
PVC con rejillas de acero inoxidable de 44x28x15 cm que corresponde
al largo, ancho y alto respectivamente. Disponiendo de alimento para
Rata/Ratén Extrusado “Coooperacidon” elaborado por la “Asociacion
de Cooperativas Argentinas C.L.” y agua ad libitum. Todos los animales
fueron alojados en jaulas provistas de rejillas, para evitar la coprofagia
y sometidos a ayuno 12 h antes de realizar los bioensayos. El Comité
de Ciencia y Técnica aprob6 el Proyecto de Investigacion y el cumpli-
miento de las normas para uso y cuidado de animales de experimenta-
cion. Res. 279/2016 CD -Facultad de Ciencias Veterinarias -UNLPam.

Modelo Experimental: se formaron al azar cuatro grupos de cinco
ratones cada uno. El Grupo Testigo (GT) recibi6é una dosis de 0,5 ml de
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Ex por via oral (VO) con ayuda de una sonda gastrica, el Grupo Control
(GCI) 5 mg/kg de indometacina “Fluka BioChemica” via subcutanea
resuspendida en 0,2 ml de una solucién de CINa al 0,9 % , el Grupo
Tratado (GTZ) se administr6 por VO con 0,5 ml de Z y el Grupo Tratado
Indometacina (GTZI) con una dosis VO de 0,5 ml de Z y una dosis SC
de indometacina preparada de igual forma que la indicada para el GC.
Inmediatamente después de los tratamientos los ratones fueron colo-
cados en jaulas de inmovilizacién y sometidos a estrés por inmersion
en agua a una temperatura de 24 2C durante 4 h. Finalizado el periodo
de induccién de estrés, los animales fueron sacrificados con CO2, se
extrajeron los estémagos e insuflaron con solucion fisiolégica y colo-
caron en formol al 10 % durante 2 h. Los estdmagos se abrieron por
la curvatura mayor y fueron fotografiados para medir las lesiones bien
definidas que mostraban pérdida de mucosa y hemorragia utilizando
un analizador de imagenes*® Motic Image Plus 2.0.

Evaluacion de resultados: el daio gastrico se estim6 midiendo el
area ulcerada de cada estdmago expresado como la media * desvio es-
tandar. Los resultados fueron analizados por ANOVA y las diferencias
entre las medias fueron estimadas por el Test de DUNCAN. Se compa-
raron los GC respecto al GCI, el GC respecto al GTZ y el GCI respecto al
GTZL

Resultado

Tabla N21. Efecto gastroprotector de extracto hidroalcohélico de Atriplex undu-
lata en ratones administrados con indometacina y sometidos a estrés.

Grupos Medias+D.S. n

(mm?2)
GTZ 0,08+0,1 51| A
GTZI 0,33+0,25 51| A
GC 0,91+0,17 5 B
GCI 1,3+0,41 5 C

Ref: (GC): Grupo Control, (GCI): Grupo Control Indometacina, (GTZ): Grupo
Tratado con Extracto de Atriplex undulata, (GTZI): Grupo Indometacina Tratado
con Extracto de Atriplex undulata. Test de Duncan: letras distintas indican dife-
rencias significativas (p< 0,05).
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Se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre el grupo
GC con respecto al GCI, entre el GC con respecto al GTZ y entre el grupo
GCI con respecto al GTZI.

Discusion

Los estdbmagos de los ratones sometidos a estrés y administrados
con indometacina (GCI), mostraron mayor dafio gastrico que aquellos
que fueron solamente sometidos a estrés (GC) (Tabla 1). Este resul-
tado es consistente con la observacion realizada en pacientes huma-
nos en los que la administracién de AINEs en forma profilactica en
pacientes que sufren estrés puede ser contraproducente®. En el GCI
se emplearon dos métodos de induccién al mismo tiempo con la fina-
lidad de reproducir los cuadros clinicos de pacientes que sufren estrés
por dolor en procesos inflamatorios, traumaticos o quirurgicos y son
tratados con AINEs. El aumento del dafio gastrico en los ratones de
este grupo se explica por la accién conjunta de las lesiones erosivas
provocadas por el estrés®*?% que se agravan significativamente por
la disminucion de los factores citoprotectores que estarian mediados
por las prostaglandinas®? (Tabla 1).

El extracto de Atriplex undulata redujo el dafio gastrico en los rato-
nes del GTZ con respecto a los del GC, evidenciando que previene las
ulceras gastricas inducidas por estrés. En los animales pertenecien-
tes al GTZI, el extracto previno las lesiones gastricas con respecto a
los del GCI (Tabla 1) exhibiendo también accién gastroprotectora en
ratones sometidos a estrés y administrados en forma conjunta con
Indometacina. Otros autores concluyeron que en ratas sometidas a
estrés, los posibles mecanismos implicados en la respuesta gastropro-
tectora se producirian por inhibicion de la secrecion de acido clorhi-
drico y la preservacién de la barrera mucosa gastrica por aumento de
mucus, parcialmente mediado por compuestos sulfhidrilo y PGE2®,
Por otro lado, los AINEs como la indometacina, a una dosis que inhi-
be la produccién de prostaglandina, aumentan la motilidad gastrica,
lo que resulta en un aumento de la permeabilidad de la mucosa, la
infiltracion de neutroéfilos y la produccion oxirradical, produciendo fi-
nalmente lesiones gastricas®®. Teniendo en cuenta estas referencias y
que el mecanismo patogénico del dafio gastrico inducido por AINEs y
estrés son multifactoriales, seran necesarios otros estudios para de-
terminar los mecanismos implicados en la respuesta gastroprotectora
de Atriplex undulata en pacientes que sufren estrés durante procesos
agudos y son tratados con AINEs.
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Conclusiones

El empleo del modelo experimental de inducciéon de ulceras por
estrés mas indometacina (GCI) produjo mayor dafio gastrico que el
modelo de estrés (GC).

La combinacion del modelo de estrés mas indometacina reproduce
la situacion clinica de animales bajo estrés tratados con AINEs, resul-
tando adecuado para evaluar la eficacia de nuevos gastroprotectores.

El extracto de Atriplex undulata previno significativamente la for-
macion de ulceras gastricas en los ratones sometidos a estrés por hi-
potermia e inmovilizacién y sometidos a estrés mas indometacina,
mostrando un potencial uso profilactico.
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