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RESUMEN

La dlcera péptica es una enfermedad que afecta aproximadamente al 10%
de la poblacion a nivel mundial y en algunos pacientes se puede complicar
con peritonitis que puede provocar incluso la muerte. Para su tratamiento
existen diversos farmacos. Sin embargo, todos ellos tienen efectos adversos,
por lo que es necesario buscar otras alternativas terapéuticas. El estudio
de las plantas medicinales es importante ya que se consideran una fuente
importante para la obtencién de nuevos firmacos. En México, la Hamelia
patens es utilizada de manera empirica para tratar la tlcera gastrica, pero
carece de un sustento cientifico. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
determinar el posible efecto gastroprotector de Hamelia patens usando el
modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar. A partir
de las hojas de Hamelia patens se prepararon los extractos de hexano, diclo-
rometano y metanol via maceracion. Los extractos se administraron via oral
a las dosis de 10, 30 y 100 mg/kg, y carbenoxolona (firmaco de referencia) a
las dosis de 3-100 mg/kg. El extracto mas activo se separd por cromatografia
en columna y se obtuvieron 4 fracciones, que fueron evaluadas a la dosis de
100 mg/kg. Los resultados demostraron que los extractos de diclorometano
y metanol fueron activos en las tres dosis evaluadas, respecto al extracto
hexanico solo presento actividad a la dosis mas alta (100 mg/kg). A la dosis
de 10 mg/kg el extracto de diclorometano fue mas eficaz que la carbenoxolona
a la misma dosis (p<0.05). Tres de las cuatro fracciones del extracto de di-
clorometano, resultaron con actividad gastroprotectora (p<0.05) con valores de
indice de dlcera de 42, 37 y 55 mm?, respectivamente. En conclusion, Hamelia
patens demostro actividad gastroprotectora en ratas Wistar del dafio gastrico
causado por etanol y demostré tener mas de un compuesto activo.
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— Abstract—

Peptic ulcers affect about 10 % of the population worldwide and in some
cases lead to the development of peritonitis, which can even death. Since the
diverse drugs used for treatment of peptic ulcers all have serious adverse
effects, it is necessary to seek new therapies. The scientific study of medicinal
plants is important because they represent an important source for obtaining
new drugs. Hamelia patens is utilized empirically to treat gastric ulcers in
Mexico, but this practice is not based on a scientific foundation. The aim of
the current contribution was to examine the possible gastroprotective effect
of Hamelia patens with the model ethanol-induced gastric lesions in Wistar
rats. The leaves of Hamelia patens were macerated in order to prepare the
hexane, dichloromethane, and methanol extracts, which were administered
orally at the doses of 10, 30 and 100 mg/kg. Carbenoxolone (the reference
drug) was given to the animals at 3-100 mg/kg. The most active extract
was separated by column chromatography and the four fractions obtained
were evaluated on the rats at 100 mg/kg. Whereas the dichloromethane and
methanol extracts were active at all three-doses tested, the hexane extract
only showed gastroprotective activity at the highest dose (100 mg/kg). At 10
mg/kg the dichloromethane extract was more effective than carbenoxolone
at the same dose (p<0.05). Three of the four fractions of dichloromethane
extract displayed gastroprotective activity (p<o0.05), with ulcer index values
of 42, 37, y 55 mm?> In conclusion, Hamelia patens demonstrated gastropro-
tective activity on Wistar rats with ethanol-induced lesions and proved to
have more than one active compound.
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a tlcera péptica es una lesion del tracto digestivo inducida por el

acido que se extiende hacia la submucosa o hasta la muscular de

la mucosa y, generalmente, se puede localizar en la parte inferior
del esofago o del estbmago y en la parte superior del duodeno (Kuna et
al., 2019; Dunlap y Patterson, 2019). Se estima que se presenta de un 5 al
10% en la poblacion en general (Kuna et al., 2019) y puede desencadenar
complicaciones graves como sangrado o perforacion, con un alto riesgo de
mortalidad debido a la peritonitis (Sverdén et al., 2019). La tlcera péptica
se origina por un desequilibrio entre los mecanismos que contribuyen a la
integridad de la mucosa (prostaglandinas, 6xido nitrico, grupos sulfhidrilo,
capa de moco bicarbonato y disminucion de la motilidad géstrica) y los
factores agresivos (Kuna et al., 2019; Dunlap y Patterson, 2019). Dentro de
los factores de riesgo para esta enfermedad se encuentran la infeccion por
H. pylori, el uso prolongado de firmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINESs) y otros medicamentos (corticosteroides, cloruro de potasio, agentes
quimioterapéuticos) ya que modifican algunos factores protectores de la
mucosa gastrica, el consumo de tabaco y de alcohol, el estrés después de
una lesion o enfermedad fisica intensa, radioterapia, virus y alteraciones
metabdlicas. (Dunlap y Patterson, 2019; Kuna et al., 2019). Los protocolos de
diagnoéstico y tratamiento no han cambiado en los altimos 20 anos (Bratucu
et al., 2021). Los farmacos inhibidores de la bomba de protones (Perry et al.,
2020) son los mas prometedores para el tratamiento de la tlcera gastrica.
Sin embargo, su uso prolongado desencadena efectos adversos como
hipoclorhidria gistrica e hipergastrinemia, alteraciones en la absorcion de
calcio, hierro, magnesio y vitamina B_, y/o cdncer géstrico o pancreatico
(Kavitt et al., 2019; Peng et al., 2018), por lo que es necesario buscar otras
alternativas terapéuticas. Las plantas medicinales se consideran el principal
reservorio de firmacos potenciales (Kuna et al., 2019) y se ha demostrado
que el estudio basado en la informacién etnobotdnica ha producido muchos
farmacos utiles. No obstante, las investigaciones que validan el uso empirico
de las plantas medicinales atin son escasas (Jiménez-Suarez et al., 2016).
La planta Hamelia patens Jacq. (Rubiaceae), cominmente conocida con los
nombres de trompeta, coralillo o hierba coralina, que se usa tradicional-
mente en el estado de Chiapas para tratar la tlcera péptica, no se dispone de
investigaciones cientificas al respecto, por lo que el objetivo de este estudio
fue determinar el efecto gastroprotector de Hamelia patens utilizando el
modelo de lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar.
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METODOLOGIA
Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de un peso entre 180-220 g adquiridos
de la Universidad Autébnoma Metropolitana, campus Xochimilco, Ciudad
de México. El cuidado y manejo de los animales fue realizado conforme a
los lineamientos oficiales mexicanos (Norma Oficial Mexicana [NOM-062-
7Z00], 1999). El estudio fue aprobado por el Comité Interno de Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Escuela Superior de
Medicina del Instituto Politécnico Nacional, con numero de registro: ESM.
CICUAL 14-03-01-2018. Los animales se colocaron en jaulas individuales
provistas de un piso de malla metdlica, 24 h previas a la realizacion de las
evaluaciones fueron privadas de alimento, pero con libre acceso a agua
(Sanchez-Mendoza et al., 2022). Todos los experimentos se llevaron a cabo
con 7 animales por grupo.

Material vegetal

La planta Hamelia patens Jacq. (Rubiaceae) fue colectada en abril del
2021, en el municipio de Copainald, en el estado de Chiapas, México. La
planta fue identificada por el bi6logo Manuel de Jestis Gutiérrez Morales,
del Departamento de Flora del Herbario CHIP, y se le asigno el nimero
de registro: 277762.

Extraccioén y fraccionamiento

Las hojas de Hamelia patens fueron secadas a temperatura ambiente bajo la
sombra y después molidas con la ayuda de un molino mecanico. Cinco kilos
de hojas secas y molidas fueron extraidos via maceracion, para esto las hojas
se pusieron, primeramente, en contacto con hexano por espacio de tres dias.
Pasado este tiempo el disolvente fue filtrado y concentrado con la ayuda de un
rota-evaporador, esta operacion se repitiéo dos veces mds para obtener de esta
forma el extracto hexanico. Posteriormente, el residuo vegetal fue extraido
con diclorometano y metanol, respectivamente, siguiendo la metodologia
antes descrita para asi obtener el extracto de diclorometano y de metanol
(Lopez-Lorenzo et al., 2022). Los extractos se evaluaron en el modelo de
lesiones gastricas inducidas con etanol en ratas Wistar. El extracto mas activo,
el diclorometano, se separd por cromatografia en columna de silica gel con
cambios grandes de polaridad, dando cuatro fracciones. Como sistema de
elucion se utilizo: F1 = hexano/acetato de etilo 9:1, F2 = hexano/acetato de
etilo 8:2, F3 = hexano/acetato de etilo 5:5 y F4 = acetato de etilo 100 %.
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Lesiones gastricas inducidas por etanol

Los extractos (10, 30 y 100 mg/kg), las fracciones (100 mg/kg), la car-
benoxolona (3-100 mg/kg) y el vehiculo (Tween 80 al 0.05 %) se adminis-
traron a ratas Wistar por via oral (0.5 mL/100 g) a los diferentes grupos
de animales. Treinta minutos después se administré un 1 mL etanol por via
oral (de forma independiente del peso) a todos los animales para provocar
lesiones gastricas. Después de 2 h los animales fueron sacrificados en una
camara de CO,. De forma inmediata se realizo la diseccion de los estomagos
y, posteriormente, se llenaron con formaldehido (2%), cinco minutos después
se abrieron por la curvatura mayor para de esta forma poder medir el drea de
las lesiones gastricas con la ayuda de un microscopio estereoscopico provisto
de un micrometro ocular. El indice de tlcera se calcul6 como la suma de todas
las lesiones en mm? de cada estobmago (Sanchez-Mendoza et al., 2022).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + EEM (Error estindar de la media;
n = 7). Las diferencias entre los grupos de tratamiento fueron analizadas
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de Dunn. Para
comparar dos grupos se emple6 la prueba U de Mann Whitney. Se considero
una diferencia significativa con un valor de p< 0.05.

RESULTADOS

Los extractos de hexano, diclorometano y metanol de Hamelia patens indu-
jeron un efecto gastroprotector contra las lesiones provocadas con etanol
a la dosis de 100 mg/kg (Figura 1 [A]). No obstante, el extracto hexanico
fue inactivo a dosis menores (10 y 30 mg/kg), ya que no existe diferencia
significativa al comparar con el grupo control de vehiculo. En cambio, los
extractos de diclorometano y metanol fueron activos a esas dosis (10 y 30
mg/kg). Cabe resaltar que el efecto de estos dos extractos activos no es
dependiente de la dosis (Figura 1 [B y C]). En el estudio biodirigido se
decidio realizar el fraccionamiento del extracto de diclorometano, ya que al
compararlo con el extracto metanolico a la dosis de 10 mg/kg se encontro
una diferencia significativa entre ambos.
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Nota. Cada barra representa el promedio + E.E.M. (n = 7) *p < 0.05 comparado con su respectivo control.
Prueba de Kruskal-Wallis sequido de la prueba de multiples comparaciones de Dunn.

Figura 1. (A, By C). Efecto gastroprotector del extracto hexanico (A), diclorometano (B) y metanol (C)
sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar

En la evaluacion de las fracciones obtenidas del extracto de diclorometano
(Figura 2, 100 mg/kg) se encontrd que tres de ellas, F1, F2 y F3, fueron
activas; y solo la F4 fue inactiva. Al hacer una cromatografia en capa fina de
las fracciones activas se observaron algunos Rf similares (0.6) entre ellas.
Respecto a la carbenoxolona, esta protegio del dafio gastrico a partir de la
dosis de 10 mg/kg y present6 un efecto dependiente de la dosis (Figura 3).
Al comparar el indice de tlcera del fairmaco de referencia con el obtenido
por las fracciones F1y F2, no se encontré diferencia estadistica, lo que
indica que ejercen la misma proteccion a la dosis de 100 mg/kg.
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Nota. C=control, F1=hexano/acetato de etilo 9:1, F2=hexano/acetato de etilo 8:2, F3= hexano/acetato de etilo
5:5y F4=acetato de etilo 100 %. Cada barra representa el promedio + E.E.M. (n = 7) *p < 0.05 comparado con
su respectivo control. Prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de multiples comparaciones de Dunn.

Figura 2. Efecto gastroprotector del fraccionamiento del extracto de diclorometano, sobre las lesiones
gastricas inducidas por etanol en ratas Wistar
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Figura 3. Efecto gastroprotector de carbenoxolona sobre las lesiones gastricas inducidas por etanol
en ratas Wistar
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DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que la planta Hamelia patens ejerce
actividad gastroprotectora, lo que sustenta su uso terapéutico para tratar
tlcera gastrica en la medicina tradicional de nuestro pais. Adicionalmente,
cabe mencionar que en estudios previos a Hamelia patens se le ha demostrado
actividad antinociceptiva y antiinflamatoria (Noor et al., 2020). Esta combi-
nacion de actividades le daria una ventaja a Hamelia patens, debido a que
esto ayudaria a reducir las dosis de AINEs en aquellos pacientes que los
consumen de manera prolongada y asi reducir el riesgo de padecer tlcera
péptica provocada por este tipo de firmacos (Dunlap y Patterson, 2019).
Por otro lado, a lo largo del estudio biodirigido quedo en evidencia que la
planta contiene mas de un compuesto activo con diferentes propiedades
fisicoquimicas, ya que se encontré actividad en los tres extractos evaluados
(hexano, diclorometano y metanol). Aunque el extracto hexanico solo ejercid
actividad a la dosis de 100 mg/kg, lo cual puede ser por dos razones:
que dicho extracto tenga muy poca cantidad del o de los constituyentes
activos, o que dichos compuestos sean poco activos. En cambio, el efecto
gastroprotector alcanzado con la dosis de 10 mg/kg del extracto de diclo-
rometano difiere significativamente respecto al extracto metandlico a la
misma dosis, lo que indica que, en el extracto de diclorometano, el o los
compuestos responsables de dicha actividad son mas potentes o estan en
mayor cantidad. Adicionalmente, del fraccionamiento del extracto de
diclorometano tres fracciones resultaron activas y sus cromatografias en
capa fina mostraron compuestos con Rf similares, lo cual sugiere que las
facciones 1, 2 y 3 probablemente contengan el mismo compuesto, ademas de
otros. Los estudios fitoquimicos de la planta Hamelia patens han reportado
que contiene un glucosido de flavanona, dcido rosmarinico y varios alcaloides
como pteropodina, isopteropodina, rumberina, palmirina, maruquina, alcaloide
A, tetrahidroalstonina, aricina, hamelina, uncarina, especiofilina y efedrina
(Jiménez-Suarez et al., 2016). Considerando que se ha reportado actividad
gastroprotectora para algunos tipos de flavonoides y alcaloides, queda pen-
diente continuar el estudio de esta planta para poder identificar los consti-
tuyentes gastroprotectores activos y determinar su mecanismo de accion.
Es interesante observar que el efecto protector de las fracciones activas F1
y F2 fue similar al firmaco de referencia carbenoxolona a la misma dosis,
lo que sugiere que con la purificacion de estas fracciones probablemente se
obtengan compuestos mas activos que carbenoxolona.

CONCLUSION

La planta Hamelia patens protege a las ratas Wistar del dafio gastrico causado
por etanol y contiene mas de un compuesto activo.
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