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ABREVIATURAS

CFTR: Regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (del

inglés “cystic fibrosis transmembrane conductance regulator’)

CU: Colitis ulcerosa

DEs5y: Dosis eficaz 50
DLsy: Dosis letal 50

DSS: Sulfato de dextrano sédico
EC: Enfermedad de Crohn

EII: Enfermedad inflamatoria intestinal
FA: Fosfatasa alcalina

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

TAE: indice de actividad de la enfermedad
IL: Interleuquina

IFN-y: Interferon-y

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
LTBy: Leucotrieno By

MDA: Malonildialdehido

MPO: Mieloperoxidasa



NF-kB: Factor nuclear kB

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

PAF: Factor activador plaquetario

PGE;: Prostaglandina E,

PKC: Protein kinasa C

PMA: 12-miristato, 13-acetato de forbol
RLO: Radicales libres derivados del oxigeno
TNBS: Acido trinitrobencenosulfonico
TNF: Factor de necrosis tumoral

VIP: Péptido intestinal vasoactivo
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INTRODUCCION

EUPHORBIA HIRTA

L CARACTERISTICAS BOTANICAS
El entronque botanico de la especie Euphorbia hirta L. es el siguiente:

Division: SPERMATOPHYTA

- Subdivision: MAGNOLIPHYTINA (ANGIOSPERMAE)
- Clase: MAGNOLIATAE (DICOTYLEDONEAE)

- Subclase: ROSIDAE

- Superorden: EUPHORBINAE

- Orden: EUPHORBIALES

- Familia: EUPHORBIACEAE

Se trata de una planta anual, generalmente erecta o ascendente,
densamente pubescente casi por todas partes (de donde le proviene la sinonimia
de Euphorbia pilulifera), con pelos a menudo amarillentos y multicelulares. Los
tallos, de aproximadamente 40 cm de largo, son generalmente dicotomicos.
Presenta foliolos opuestos, en peciolos muy cortos, con forma ovada a oblonga-
lanceolada, asimétricos, oscilando entre 1 y 3 cm de largo, frecuentemente

manchados de rojo oscuro, agudos, muy oblicuos en la base, serrados por encima

11



de la mitad. Las estipulas son pequefas, aristiformes y pubescentes. Los
involucros, de pequefio tamafio, son muy numerosos y en su mayoria dispuestos
en densas cabezuelas cimosas, las cuales estan pedunculadas en la axila de la hoja.
Las semillas son de color rosa salmén, ovoide-tetragonales, con angulos agudos y

los lados transversales rugosos.

Esta planta se desarrolla generalmente en paises tropicales, especialmente en
selvas bajas caducifolias, laderas himedas o secas, abiertas o con matorrales, asi
como en pastizales inducidos y campos de cultivo, entre los 200 y los 2,500 m
sobre el nivel del mar. Se trata de una especie ampliamente distribuida,

pudiéndose encontrar en Africa, América Central y del Sur, Asia y Australia.

_'|_ Y . e Y]

Figura 1. Euphorbia hirta L. (Euforbiaceas)
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II. FARMACOQUIMICA

Los diversos estudios fitoquimicos realizados con Euphorbia hirta han
revelado la presencia de diterpenoides, triterpenoides, esteroles, taninos,

flavonoides y alcaloides (revisado por Chhabra et al., 1990).

El primer estudio que aborda el aislamiento e identificacion de los
compuestos presentes en esta planta fue publicado por Krishna Rao y Ganapaty
en 1983, y describe la existencia de n-octacosanol y beta-sitosterol en el extracto
bencénico obtenido a partir de las hojas desecadas de E pilulifera, mientras que a
partir del extracto de acetato de etilo consiguieron aislar e identificar el flavonoide
rutina. El posterior fraccionamiento quimico realizado por Yoshida et al., (1988) a
partir de las partes aéreas desecadas de E. hirta, permitié aislar e identificar
distintos compuestos de naturaleza polifendlica, encontrdndose en mayor
proporcion dos flavonoides (quercitrina y miricetina) y tres taninos hidrolizables

del tipo de los elagitaninos (euforbina A, euforbina B y terchebina).

III. USOS TRADICIONALES Y ACCIONES FARMACOLOGICAS

Euphorbia hirta ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional
de las diversas zonas del globo donde se encuentra para combatir distintas
afecciones, generalmente en forma de extractos obtenidos tras la coccion de la
sumidad florida. Las diferentes farmacopeas tradicionales recogen los usos
atribuidos a esta planta desde tiempos inmemorables (Watt y Breyer-Brandwijk
1962; Ayensu 1978; Kokwaro 1976; Khan et al.,, 1980; Wong Ting-Fook 1980).

Asi se ha reflejado la utilizacion de E. hirta en el tratamiento de infecciones
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respiratorias y diversos trastornos del tracto respiratorio, como el asma, la tos, el
catarro, la gripe y la bronquitis cronica; habiéndose descrito también su uso como
expectorante. Igualmente, las alteraciones digestivas han sido un objetivo en la
utilizacion de esta planta, incluyendo el tratamiento de molestias gastricas, dolores
colicos y diarreas, principalmente cuando estos procesos eran generados por
infecciones bacterianas o viricas asi como por parasitosis. Otras indicaciones
también descritas para esta planta incluyen enfermedades del aparato urinario
(para favorecer la eliminacidon de calculos renales o como diurético) y del aparato
genital (metrorragia, gonorrea), asi como afecciones oculares (conjuntivitis, tlcera

corneal) o de la piel y mucosas.

Han sido diversos los estudios que han intentado ratificar
experimentalmente las numerosas propiedades terapéuticas atribuidas a esta
planta. En este sentido, algunos estudios in vitro describen la actividad
quimioterdpica de extractos y compuestos aislados de E. hirta frente a distintas
bacterias Gram positivas y negativas, asi como frente a Entamoeba hystolitica,
justificando su actividad antidiarreica y antidisentérica (Khan et al., 1980; Krishna
Rao y Ganapaty, 1983; Ajao et al., 1985; Vijaya et al. 1995). Mas recientemente,
Tona et al. (2000, 2001), en un intento de sustentar cientificamente la utilizacion
antidiarreica de diversas plantas de la region de Kinshasa en Congo, han
corroborado la actividad antibacteriana y antiamebiana de E. hirta. Estos mismos
autores, también atribuyen su actividad antidiarreica a las propiedades
antiespasmodicas, evidenciadas en distintos ensayos in vitro con extractos de esta
planta que contienen principios de naturaleza polifenodlica. Esta actividad

espasmolitica ya habia sido descrita previamente por El-Naggar et al. (1978) al
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ensayar distintos extractos de E. hirta en preparaciones de ileon aislado de

cobaya.

Andlogamente, distintos estudios realizados in vivo con animales de
experimentacion han corroborado otras de las posibles indicaciones atribuidas a

esta planta, como son:
- Actividad sedante y ansiolitica (Lanhers et al. 1990)

- Actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria (Lanhers et

al. 1991)

- Actividad diurética (Johnson et al., 1999).
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FLAVONOIDES Y ALTERACIONES GASTROINTESTINALES

I. INTRODUCCION

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de compuestos polifendlicos
que aparecen de forma espontanea en casi todas las plantas superiores, y que
desde un punto de vista quimico estan constituidos por dos anillos aromaticos
conectados entre si por una cadena de tres d&tomos de carbono, que generalmente
constituyen un anillo heterociclico con diferentes grados de oxidacion. Los
flavonoides se clasifican en distintas clases en funcion de su estructura quimica,
incluyendo flavonoles, flavonas, flavanonas, catequinas (o flavanoles),
isoflavonas, antocianidinas, dihidroflavonoles y chalconas (Figura 2). Las
diferentes modificaciones quimicas que tienen lugar dentro de cada una de estas
clases, tales como hidrogenaciones, hidroxilaciones, sulfuraciones, metilaciones,
acetilaciones, asi como la incorporacion de distintos restos azucarados, dan lugar
a la gran diversidad de flavonoides que se pueden encontrar en la naturaleza,
habiéndose descrito hasta el momento mas de 4000 flavonoides diferentes. La
mayoria de los flavonoides se encuentran en la naturaleza en forma de
heterosidos, y entre los azucares que entran a formar parte de su estructura se

incluyen la D-glucosa, la L-ramnosa, la glucoramnosa, la galactosa y la arabinosa.

La presencia generalizada de los flavonoides en frutas, verduras, frutos
secos, semillas, flores y cortezas asi como en bebidas tales como el té o el vino
tinto implican su consumo regular en una dieta normal (Kiihau, 1976; Hertog et

al. 1993). Sin embargo, el consumo diario de flavonoides es muy variable
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Figura 2. Estructuras quimicas generales de los distintos grupos de flavonoides

17



dependiendo de los habitos dietéticos de una poblacion determinada. Uno de los
primeros estudios que intentaron determinar el contenido en flavonoides de la
dieta humana fue llevado a cabo por Kiihau (1976), y establecié que el consumo
total de flavonoides en los Estados Unidos era de aproximadamente 1 gramo
diario, expresados en forma de heterosidos, o de unos 650 mg por dia cuando se
consideraba el consumo de geninas libres de la parte glucidica. La utilizacion de
una metodologia mas precisa en el analisis de alimentos ha permitido establecer
que esta primera estimacion puede ser exagerada y que el consumo real de
flavonoides es bastante menor. En este sentido, Hertog et al. (1995) realizaron un
estudio en siete paises, incluyendo Finlandia, Estados Unidos, Serbia/Croacia,
Grecia, Italia, Holanda y Japén, comprobando que la ingesta media diaria de
flavononoles y flavonas se encontraba en un margen comprendido entre los 6mg
diarios para Finlandia y los 64 mg diarios para Japon. Posteriores estudios
llevados a cabo en otros dos paises europeos, Dinamarca y Alemania, ratificaron
estos datos puesto que el consumo de flavonoides en estos paises fue de 56 y 11
mg diarios, respectivamente (Justensen et al., 1997; BOohm et al. 1998).
Recientemente, Noroozi et al. (2000) han establecido que la ingesta media de
flavonoles es de aproximadamente 35 mg por dia, de los que el 91% estaba
constituido por la quercetina. De hecho, la quercitrina y la rutina son los
flavonoides mas comunes en forma de heterdsidos en la dieta, los cuales tienen
como genina comun a la quercetina, el flavonoide mayoritario en alimentos

vegetales (Hertog et al., 1993).

Ademas de estar presentes en los alimentos, los flavonoides constituyen

los principios activos de numerosas plantas medicinales utilizadas en el
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tratamiento de distintas patologias que afectan a numerosos sistemas organicos,
como el aparato digestivo, el aparato urinario, el sistema cardiovascular, el
sistema nervioso central o la piel (Wollenweber 1988). Ademds, numerosos
estudios describen los distintos efectos bioldgicos atribuidos a los flavonoides,
incluyendo la actividad antibacteriana (Havsteen 1983), antiviral (Amoros et al.,
1992; Ohnishi y Bannai, 1993), antiinflamatoria (Moroney et al., 1988; Emin et
al., 1994), espasmolitica (Capasso et al., 1991a; 1991b), vasodilatadora (Duarte et
al., 1993a; 1993b), inhibicion de la agregacion plaquetaria (Landolfi et al., 1984;
Gryglewski et al., 1987) y citotoxica (Edwards et al., 1979; Cushman y
Nagarathnam, 1991), entre otras. Muchos de estos efectos se relacionan
principalmente con dos de las actividades bioldgicas que caracterizan a los
flavonoides y que han sido ampliamente descritas en numerosos trabajos de

investigacion:

a) Propiedades antioxidantes y/o captadores de radicales libres (Mora et

al., 1990; Cos et al., 1998).

b) Capacidad de interferir con la actividad de distintos sistemas

enzimaticos (Middleton, 1998).

Es evidente que la ingestion de flavonoides, tanto a través de la dieta como
en forma de principios activos de medicamentos, origina la presencia de estos
compuestos bioldgicamente activos en el tracto gastrointestinal durante periodos
de tiempo mas o menos prolongados, en donde pueden ejercer un efecto
farmacologico. Sin embargo, son pocos los datos que se tienen en la actualidad
sobre los procesos de absorcion, metabolismo y excrecion que tienen lugar con los

flavonoides en humanos. Inicialmente se considerd que los flavonoides presentes
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en la dieta no podian absorberse en el intestino puesto que se encontraban
generalmente unidos a azicares en forma de heterosidos (Kiihau, 1976), y solo las
geninas podian atravesar la barrera intestinal. Aunque las distintas especies de
mamiferos, incluida la humana, carecen de las enzimas necesarias para romper el
enlace B-glucosidico de los flavonoides en forma heterosidica, las geninas podian
ser liberadas en el lumen intestinal por accion de las glucosidasas de las bacterias
de la flora intestinal, localizadas preferentemente en el intestino grueso (Griffiths,
1982; Bokkenheuser y Winter, 1988). Esta hipotesis se basaba en estudios previos
realizados por Griffiths y Barrow (1972) en ratas libres de gérmenes las cuales
excretaban en las heces la préctica totalidad de los flavonoides en forma
heterosidica previamente administrados por via oral sin modificacion alguna; por
el contrario, s6lo una pequena fraccion de heterdsidos era recuperada en heces
cuando se utilizaban ratas con una flora bacteriana intestinal normal. En este
sentido, Manach et al. (1997) describié que la quercetina, pero no la rutina, era
absorbida por el intestino delgado. De acuerdo con este proceso, una vez que la
genina era liberada en el lumen coldnico, ésta podia ser absorbida, o eliminada
junto a los contenidos fecales o sufrir una posterior degradacion mediante la
ruptura del anillo C, proceso este Ultimo también dependiente de la presencia de
flora microbiana intestinal (Winter et al., 1989; Hollman y Katan, 1998). Sin
embargo, otros estudios han cuestionado el requisito previo de la hidrolisis del
enlace heterosidico para la absorcion previa de los flavonoides. Asi, Hollman et
al. (1995) estudiaron la absorcion en el intestino delgado de flavonoides, tanto en
forma de geninas como en forma heterosidica, en pacientes ileostomizados (en los
que se evitaba la posible pérdida de flavonoide por la accion metabdlica de las

bacterias presentes en el colon). Los resultados que obtuvieron mostraban que
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distintos heterdsidos de la quercetina eran absorbidos en el intestino delgado, y
que la velocidad de absorcion era incluso superior a la de la quercetina en forma
de genina. Estas observaciones han sido ratificadas en estudios posteriores

realizados por este mismo grupo de investigadores (Hollman et al., 1999).

I1. ACTIVIDAD ANTIULCEROSA DE LOS FLAVONOIDES

Desde la Antigiiedad, han sido numerosas las drogas utilizadas en la
medicina popular para el tratamiento de distintas dolencias géstricas,
especialmente la ulcera gastroduodenal. Esto ha llevado a la realizacion de
numerosos estudios dirigidos a la validacion del uso tradicional de estos remedios
mediante la utilizacion de distintos modelos experimentales que intentan
reproducir las lesiones gastricas que ocurren en humanos, bien mediante la
administracion de una sustancia lesiva para la mucosa gastrica (etanol absoluto,
farmacos antiinflamatorios no esteroideos —AINE-, serotonina, reserpina...), bien
mediante el sometimiento del animal a un ambiente estresante (frio,
inmovilizacidon, inmerso en agua...) o bien mediante un procedimiento de tipo
quirurgico (ligadura del piloro, isquemia-reperfusion). A raiz de estas
investigaciones se ha podido relacionar la actividad antiulcerosa de muchas
drogas vegetales con la presencia de flavonoides como principios activos

responsables del efecto beneficioso.

En este sentido, estudios realizados con el ensayo del piloro ligado de rata
o con el modelo de inmovilizacion de la rata en frio han permitido comprobar que

distintos flavonoides, como el vexibinol (Yamahara et al., 1990), la soforadina
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(Kygoku et al., 1979), la catequina (Reimann et al., 1977), la silimarina (Alarcon
de la Lastra ef al., 1992) o la rutina (Rao et al., 1997), son capaces de atenuar el
efecto lesivo que genera una excesiva secrecion acida sobre la mucosa gastrica.
Este hecho que puede considerarse de gran interés dado que la secrecion éacida es
uno de los factores agresores involucrados en la ulcera péptica. Uno de los
mecanismos que puede contribuir en este efecto inhibidor de la secrecion 4cida
puede ser el bloqueo de la enzima histidina descarboxilasa (Parmar y Ghosh,
1981; Parmar y Hennings, 1984; Bronner y Landry, 1985), enzima involucrada en
la formacion de la histamina a partir de la histidina, lo que generaria una menor
liberacion de histamina y, en consecuencia, una menor secrecion gastrica
dependiente de la activacion de receptores de la histamina H, (Hill, 1990). De
hecho, los farmacos antagonistas de los receptores de la histamina H,, tales como
la cimetidina, la ranitidina o la famotidina, han venido desempenado un

importante papel en el tratamiento de la ulcera péptica.

Otro de los mecanismos que se ha postulado contribuye en el efecto
gastroprotector de los flavonoides estaria relacionado con la capacidad de estos
principios de inhibir la ATPasa H'/K", también denominada bomba de protones,
que es clave en la etapa final del proceso de secrecion acida (Forte et al., 1980).
Asi, la inhibicion de esta actividad enzimdtica origina una reduccidon en la
secrecion d4cida, constituyendo el mecanismo de accion de los farmacos
denominados como inhibidores de la bomba de protones, como el omeprazol y
lansoprazol, caracterizados por una potentes capacidad antisecretora gastrica que
justifica su utilizacion clinica en el tratamiento de la ulcera péptica. Inicialmente,
distintos ensayos apoyaron esta hipotesis dado que diferentes tipos de flavonoides,

como flavonoles, flavonas, flavanonas, chalconas, isoflavonas y catequinas, eran
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capaces de inhibir esta enzima in vitro tras su activacion por ATP (Beil et al,
1995; Murakami et al., 1990; 1991; 1992a; 1992b; 1999). Los estudios de cinética
apuntaban a la existencia de una antagonismo competitivo entre la mayoria de los
flavonoides estudiados y el ATP, dado que el efecto inhibidor se incrementaba a
medida que se disminuia la concentracion de ATP. Igualmente, los ensayos
realizados por Murakami et al., (1999) permitieron establecer los requerimientos
estructurales que condicionaban la capacidad de los flavonoides de inhibir la
bomba de protones. Estos investigadores establecieron que un incremento en el
numero de grupos hidroxilos en la molécula se asociaba con una mayor potencia,
si bien esto era cierto solo hasta 4 grupos hidroxilos, ya que la incorporacién de
mas grupos hidroxilos no se traducia en un incremento de la potencia del
flavonoide. Estos mismos investigadores propusieron que ademas del ntimero de
grupos hidroxilos, el patron de hidroxilacion es determinante para obtener una alta
potencia inhibitoria, de forma que la existencia de dos (tipo catecol) o de tres
(tipo pirogalol) grupos hidroxilo adyacentes, o la hidroxilaciéon en C-3, C-5 y C-7
constituian los requerimientos minimos. No obstante, estas conclusiones no
concuerdan con las obtenidas previamente por Beil et al., (1995), que demostraron
que la flavanona, flavonoide que carece de grupos hidroxilos en su molécula,
presentaba un valor de ICsy inferior al de la quercetina, un flavonol con cinco
grupos hidroxilos, para inhibir la actividlad ATPasa H'/K'. Sin embargo, aunque
la inhibicién de la bomba de protones pudiera contribuir en el efecto
gastroprotector de los flavonoides, esta accion no seria clave. Esto es asi puesto
que el efecto inhibidor que ejercen estos compuestos sobre la secrecion acida
depende en gran medida del agente utilizado para estimular dicha secrecion

(histamina, pentagastrina, carbacol) (Yamahara et al, 1990; Beil et al., 1995),
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mientras que en el caso de los fArmacos inhibidores de la bomba de protones, que
interfieren selectivamente el proceso final de la secrecion acida en la célula
parietal, bloquean la produccion acida en respuesta a cualquier estimulo (Larsson
et al, 1983). Por tanto, otros mecanismos deben participar en el efecto

antiulceroso de los flavonoides manifestado in vivo.

En este sentido, los distintos trabajos publicados muestran un creciente
interés sobre el papel que los flavonoides puedan ejercer promoviendo los factores
protectores de la mucosa gastrica, los cuales intentan contrarrestar los efectos
perjudiciales que ejerce la secrecion acida. Esta actividad ha sido estudiada con
numerosos flavonoides en distintos modelos experimentales de dafio gastrico
inducido mediante la administracién oral a los animales de experimentacion de
agentes necrotizantes, como el alcohol absoluto (Robert, 1979), o de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, como la indometacina (Satoh et al., 1981) o la
aspirina (Guth et al., 1979). Entre los flavonoides que han demostrado actividad
protectora de la mucosa gastrica se incluyen la quercetina (Alarcon de la Lastra et
al., 1994), la naringenina (Motilva et al., 1994), la naringina (Martin et al., 1994),
la ternatina (Rao et al., 1997), la rutina (Rao et al., 1997) y el derivado de la
cianidina IdB 1027 (Magistretti et al., 1988). Ademads, el conocimiento de los
distintos procesos fisiopatologicos involucrados en estos tipos de lesiones, han
permitido proponer algunos de los mecanismos que participan en el efecto
gastroprotector de los flavonoides. En este sentido, la exposicion inicial al etanol
produce una rapida necrosis de las células de la mucosa, que origina la liberacién
de mediadores vasoactivos, seguido de venoconstriccion y dilatacion arteriolar,
que se traduce en la aparicion de hiperemia, edema y hemorragia (Oates y

Hakkinen, 1988). Se ha propuesto que los metabolitos reactivos derivados del
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oxigeno pueden actuar como agentes citotoxicos que pueden desencadenar esta
secuencia de sucesos, desempefiando un papel clave en el dafio gastrico mediado
por el etanol (Ligumsky et al., 1996). Si esto es asi, seria l6gico pensar que las
propiedades antioxidantes y/o captadoras de radicales libres que caracterizan a los
flavonoides puedan contribuir en su actividad gastroprotectora. No obstante, y
sorprendentemente, los diferentes estudios que ponen de manifiesto la actividad
antiulcerosa de los flavonoides no han descrito ninguna evidencia directa de que
esto sea asi; aunque algunos ensayos apunten en esta direccion. Este es el caso del
efecto gastroprotector manifestado por la silimarina en el modelo de dafio géstrico
inducido mediante isquemia-reperfusion (Alarcon de la Lastra et al, 1995), en
cuya patogénesis se ha descrito que participa la produccion inicial de radicales
libres derivados del oxigeno. Estas especies reactivas promueven el reclutamiento
de neutrofilos tras la activacion de las moléculas de adhesion, lo que se traduce
posteriormente en una mayor generacion de estos radicales libres que, en
consecuencia, desencadenan la aparicion de procesos de peroxidacion lipidica en
la mucosa gastrica (Andrews et al., 1992). Por tanto, el efecto gastroprotector de
la silimarina podia ser atribuido, al menos parcialmente, a las propiedades
antioxidantes descritas para este flavonoide (Valenzuela er al, 1985; 1986).
Ademas, diferentes estudios han descrito la capacidad de la silimarina de
incrementar el contenido de glutation en distintos tejidos, como el higado, el
estomago y el intestino (Valenzuela et al., 1989), efecto que puede contribuir en
sus propiedades protectoras frente a una situacion de estrés oxidativo, ya que el
glutation desempefia un papel clave en la defensa antioxidante tisular (Harris et
al., 1992). Esto puede explicar el que la silimarina proteja la célula de compuestos

que promueven la deplecion de glutation, como el etanol (Valenzuela et al., 1985)
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o el paracetamol (Campos et al., 1989), y que se caracterizan por inducir procesos
de peroxidacion lipidica. En consecuencia, este mecanismo puede contribuir en
los efectos terapéuticos del flavonoide en distintas patologias hepaticas e
intestinales, incluida la ulcera péptica. De hecho, esta accion restauradora del
contenido de glutation se ha propuesto como un mecanismo involucrado en la
actividad gastroprotectora de la quercetina (Martin et al., 1998). Sin embargo, es
dificil establecer una relacion entre las propiedades antioxidantes de los
flavonoides y su efecto gastroprotector. En este sentido, los estudios en modelos
experimentales como el del etanol absoluto, ponen de manifiesto que las flavonas,
que presentan una menor potencia como inhibidores de la peroxidacion lipidica
que los flavonoles como la quercetina o la rutina (Mora et al.,, 1990), presentan
una mayor potencia como agentes  gastroprotectores, requiriendo
aproximadamente dosis 10 veces inferiores para obtener un efecto mas
pronunciado (Ares et al., 1998) que los flavonoles (Alarcon de la Lastra et al.,
1994; Motilva et al., 1994). Esta podria ser la razén que justificara por qué estos
estudios no se han centrado en la actividad antioxidante de los flavonoides. No
obstante, la participacion de un mecanismo antioxidante en el efecto
gastroprotector ejercido por los flavonoides no puede ser completamente

descartado por el momento.

Otro de los mediadores cuya produccion se puede ver afectada por los
flavonoides es el factor activador plaquetario (PAF), mediador que esta
involucrado en el dafio géstrico de la mucosa generado por la administracion de
etanol a ratas (Izzo 1996), habiéndose descrito que compuestos antagonistas del
PAF son capaces de reducir las lesiones géstricas inducidas por este agente

necrotizante (Braquet et al., 1988). De hecho, el PAF es considerado como uno de
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los agentes ulcerdgenicos mas potentes conocidos (Izzo, 1996), habiendose
propuesto que la inhibicion en la produccion PAF desempeiia un importante papel
en la actividad antiulcerogénica de distintos flavonoides, incluidos la flavona, la
quercetina, la naringina, la rutina y el kampferol, en el modelo de dafo gastrico
inducido en rata con etanol acidificado. Asi, la administracion intraperitoneal de
quercetina, rutina y kampferol (25-50 mg/kg) y naringina (200-400 mg/kg)
produjo una disminucion del dafio géstrico, y que este efecto se acompainéd de un
descenso en la formacion géstrica de PAF. Uno de los mecanismos responsables
de este efecto podria ser la inhibicion de la actividad lisoPAF-acetiltransferasa,
enzima involucrada en la sintesis de PAF. Sin embargo, estudios in vitro
realizados con distintos flavonoides demostraron que sélo la luteolina y la
quercetina inhibian de forma significativa esta actividad enzimatica (Yanoshita et
al., 1996), por lo que es poco probable que la inhibicién en la sintesis de PAF
desempefie un importante papel en el efecto gastroprotector de los flavonoides. En
consecuencia, la reduccion en los niveles de PAF descrito previamente (Izzo,
1996) probablemente sea el resultado de un efecto diferido en la cascada de

sefiales intracelulares.

El efecto gastroprotector de los flavonoides se ha relacionado con una
inhibiciéon en la produccion de eicosanoides en la mucosa géstrica, dada la
capacidad inhibitoria que estos compuestos ejercen sobre las enzimas
involucradas en la sintesis de estos mediadores: fosfolipasa A,, ciclooxigenasa y
lipooxigenasa (Lindahl y Tagesson, 1993; Laughton et al., 1991; Kim et al., 1998;
You et al., 1999). En este sentido, la inhibicion de la actividad lipooxigenasa, con
el consiguiente descenso en la produccién de leucotrieno B4, puede contribuir en

su actividad antiulcerosa, ya que los leucotrienos son considerados como
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mediadores agresivos que se liberan en respuesta a agentes necrotizantes como el
alcohol absoluto y el HCI (Boughton-Smith, 1989; Osada et al., 1990), al actuar
como importantes compuestos quimiotdcticos para los neutrofilos.
Desgraciadamente, hasta el momento no existen evidencias directas que apoyen

esta hipotesis.

Un aspecto interesante es que el efecto inhibidor de los flavonoides sobre
la actividad ciclooxigenasa puede ser considerado paradojico si se considera su
efecto  gastroprotector. ~ Teoricamente, un compuesto  supuestamente
gastroprotector deberia facilitar la sintesis y liberacion de prostaglandinas
endogenas, dado el papel clave que desempefian este tipo de eicosanoides,
especialmente los de la serie E, en el mantenimiento de la integridad de la mucosa
gastroduodenal (Robert, 1979). No obstante, los efectos descritos para los
flavonoides sobre la produccion gastrica de prostaglandinas han sido
controvertidos en funciéon del estudio considerado. Asi, Beil et al. (1995)
demostraron que la flavona y la flavanona eran capaces de incrementar la
liberacion basal de prostaglandina E; (PGE;) en células de la mucosa gastrica en
ensayos realizados in vitro; pero no cuando eran estimuladas por acido
araquidonico. Por el contrario, la quercetina no increment6 la liberacion de PGE,,
confirmando las observaciones previas obtenidas por Alcaraz y Hoult (1985) en
segmentos de ciego de rata. Otros estudios apoyan el papel de las prostaglandinas
en los efectos gastroprotectores de los flavonoides basandose en el hecho de que
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, como la indometacina, revierten
parcialmente el efecto beneficioso de estos compuestos (Alarcon de la Lastra et
al., 1994: Motilva et al., 1994), si bien no se alcanzaron conclusiones definitivas.

Por otra parte, se ha descrito que flavonoides como la quercetina y la naringenina
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(Alarcon de la Lastra et al, 1994: Motilva et al, 1994), incrementan la
produccion de moco gastrico, mientras que la antocianidina IdB 1027
incrementaba la secrecion gastrica de bicarbonato (Cristoni et al., 1989), efectos
que se han asociado con la produccion de prostaglandinas. Estudios posteriores
con IdB 1027 demostraron su elevada capacidad de incrementar la liberacion de
PGE; por la mucosa géstrica, tras su administracion oral a diez individuos sanos

(Mertz-Nielsen et al., 1990).

De todo los expuesto, se puede concluir que los flavonoides han
demostrado actividad antiulcerosa en distintos modelos de lesiones gastricas
inducidas experimentalmente, y que este efecto beneficioso probablemente se
consiga mediante la combinacion de distintos mecanismos. Sin embargo, la
mayoria de los ensayos han estudiado tratamientos de tipo agudo, que no
reproducen lo que habitualmente ocurre en la tlcera gastroduodenal en humanos.
Han sido pocos los ensayos que describen el efecto regenerador de los flavonoides
en tratamiento cronico, quizas debido a la carencia de modelos experimentales
apropiados. Uno de los métodos propuestos consiste en la inyeccién de acido
acético (5% o 20%) en la zona antral del estomago de la rata, originando lesiones
gastricas que comparten muchas de las caracteristicas de la ulcera péptica en
humanos, tanto macroscopicamente como histolégicamente (Okabe y Pfeiffer,
1972). Diversos estudios han demostrado que flavonoides como la quercetina, la
naringenina (Motilva ef al., 1992), o la antocianidina IdB 1027 (Magistretti et al.,
1988) ejercen un efecto cicatrizante en este modelo experimental de lesion
gastrica cronica. Este efecto se acompafid de una estimulacion en la proliferacion

de vasos gastricos, lo que podria atribuirse a la mayor liberacion de
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prostaglandinas enddgenas con accidn citoprotectora, facilitando de esta forma la

secrecion de moco.

Finalmente, en la actualidad se acepta el importante papel que desempefia
el microorganismo Helicobacter pylori en la etiopatogenia de la ulcera péptica, de
manera que su erradicacion es uno de los principales objetivos en la terapéutica
antiulcerosa. Hasta la fecha, el tratamiento de eleccidon consiste en la instauracion
de una triple terapia, mediante la administraciéon de un farmaco inhibidor de la
bomba de protones (como el omeprazol) junto a dos antibidticos: claritromicina y
amoxicilina o claritromicina y metronidazol. Sin embargo, distintos estudios han
descrito la aparicion de resistencia bacteriana a estos antibidticos, originando el
fracaso terapéutico en la erradicacion de Helicobacter pylori (Graham, 1998;
Megraud, 1998), lo que sustenta la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas.
Los flavonoides, ademas de sus efectos gastroprotectores previamente descritos,
son capaces de inhibir in vitro el crecimiento de Helicobacter pylori. En este
sentido, Beil et al. (1995) describieron el efecto bactericida de la flavona, la
flavanona y la quercetina, siendo el primero ligeramente mas potente, con una
actividad similar al descrito para el subcitrato de bismuto coloidal, farmaco
también empleado en la terapia de erradicacion del microorganismo. Mas
recientemente, Bae et al. (1999) han investigado el efecto de algunos flavonoides
sobre Helicobacter pylori, incluyendo diferentes heterosidos (hesperidina,
ponciredina, naringina y diosmina) y sus correspondientes geninas (hesperetina,
ponciretina, naringenina y diosmetina), asi como diferentes acidos fenolicos, que
podrian ser generados tras el metabolismo de los flavonoides por la microflora
intestinal humana. Las principales conclusiones del estudio fueron que las geninas

inhibian el crecimiento de Helicobacter pylori, mientras que los heterésidos o los
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acidos fenolicos mostraban un efecto mucho mas débil. La relacion estructura-
actividad establecida por estos autores reveld que la mayor actividad era ejercida
por aquellos flavonoides que presentaban un nucleo flavanona, y que esta
actividad era incrementada cuando existia un grupo metoxi en posicion para; de
hecho, las flavonas y flavonoles presentaron una actividad mucho mas débil. En
cualquier caso, esta actividad descrita para los flavonoides abre un nuevo campo
en el estudio de sus usos terapéuticos en el tratamiento de la ulcera
gastroduodenal, sobre todo si estos compuestos se consideran como estructuras
quimicas susceptibles de ser modificados quimicamente y obtener nuevos

compuestos con una actividad mayor y mas selectiva frente a Helicobacter pylori.

En conclusion, los diferentes estudios experimentales han demostrado la
capacidad de los flavonoides de prevenir la formacién de tlceras y de facilitar su
regeneracion una vez que se hayan instaurado. Es probable que este efecto esté
relacionado, mas que a la actuacion sobre un Unico factor, a la conjunciéon de
distintos mecanismos que se manifiesten de forma simultinea, permitiendo
justificar el efecto beneficioso de los flavonoides en estas afecciones géstricas

(Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de los distintos mecanismos de accion
propuestos para justificar la actividad antiulcerosa de los flavonoides. 1) bloqueo
de la secrecion acido por disminucion de la produccion de histamina o inhibicion
de la bomba de protones. 2) Efecto bactericida sobre Helicobacter pylori. 3)
Actividad antioxidante previniendo la formacion de radicales libres derivados del
oxigeno (RLO). 4) Potenciacion de los factores protectores de la mucosa. PAF:
Factor activador plaquetario; H,: Receptor de la histamina; M: Receptor

muscarinico; G: receptor de la gastrina.
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III. ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DE LOS FLAVONOIDES

Han sido numerosas las drogas vegetales utilizadas por su actividad
antidiarreica en la medicina tradicional. Esta actividad ha sido empiricamente
atribuida a la presencia de otros compuestos polifenolicos distintos de los
flavonoides, como son los taninos. Sin embargo, diversos estudios han propuesto
que, ademas de los taninos, los flavonoides pueden también colaborar en la
actividad antidiarreica de estas drogas utilizadas en la medicina tradicional. Las
primeras investigaciones que sugirieron esta posibilidad fueron realizadas por
Lutterodt (1989; 1992), quien propuso que la presencia de quercetina en los
extractos de las hojas de Psidium guajava podia justificar su utilizacion en el
tratamiento de procesos diarreicos agudos. Efectivamente, estudios posteriores
describieron que la actividad antidiarreica de esta droga podia atribuirse a la
presencia de distintos heterosidos de la quercetina, tales como la guajavarina, la
isoquercitrina, hiperina, quercitrina y la 3-getobiosil-quercetina (Lozoya et al.,
1994). Otros estudios han corroborado el papel que los flavonoides desempenan
en la actividad antidiarreica de distintas drogas; este es el caso de la ternatina,
tetrametoxiflavona presente en Egletes viscosa, o del 7-metileriditiol, flavanona
aislada de Artemisia monosperma, o la cirsimiaritina, flavona aislada de Artemisia

judaica (Rao et al., 1997; Abu-Niaaj ef al., 1993).

De hecho, distintos estudios han establecido la capacidad antidiarreica de
los flavonoides en el test del aceite de ricino (consistente en la administracion de
aceite de ricino a ratones): quercetina, kampferol, morina, miricetina, rutina y
ternatina (Rao et al., 1997; di Carlo et al., 1993), mostrando una actividad dosis-

dependiente en el rango entre 25 y 100 mg/kg (administrados por via
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intraperitoneal). No obstante, los flavonoides no ejercen solo un efecto preventivo
en este modelo experimental de diarrea aguda, sino que también lo hacen en
modelos de diarrea cronica. Asi, la quercitrina mostré efecto beneficioso en un
modelo de diarrea cronica inducida con lactosa en ratas, reduciendo la produccion
de heces diarreicas y facilitando la recuperacion de la mucosa colonica dafiada en
las ratas alimentadas con una dieta en la que todos los azucares absorbibles fueron

sustituidos por lactosa (Galvez et al., 1995).

La diarrea es considerada como aquella situacion patoldgica en la que
existe una expulsion anormalmente frecuente de heces de baja consistencia. En
esencia, este proceso es debido a una alteracion en el transporte hidroelectrolitico
a través de la mucosa y/o a una alteracion en la motilidad. De acuerdo con esto, el
estudio de las acciones por las que los flavonoides ejercen el efecto antidiarreico
se ha centrado en conocer como afectan a ambas funciones intestinales, las cuales
evidentemente se encuentran intimamente relacionadas. Distintos ensayos in vivo
han demostrado que los flavonoides inhiben la secrecion y la motilidad intestinal,
retrasando en consecuencia el transito intestinal y contrarrestando la acumulacion
de fluidos en el lumen intestinal generado en presencia de compuestos
secretagogos como el aceite de ricino (Rao et al., 1997; Di Carlo et al., 1993;
Meli et al, 1990). Estos estudios revelaron que el efecto se encontraba
influenciado en gran medida por la estructura de la molécula. De hecho, los
flavonoles (quercetina, kampferol, morina, miricetina y rutina) fueron los
inhibidores mas potentes in vivo, de manera que las modificaciones en la
estructura flavonol (como la ausencia de grupo hidroxilo en C3 y/o la saturacion
del doble enlace C2-C3, ausencia de grupo carbonilo en C4 o la apertura del anillo

B) se traducen en disminucion, e incluso pérdida, de la actividad. Ademas, se
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observo igualmente que la incorporacion de un aztcar, para formar un heterosido,

incrementaba la actividad biologica de estos compuestos.

Los estudios realizados in vitro han aportado mas informacion sobre los
mecanismos involucrados en los efectos de los flavonoides sobre la motilidad y el
transporte hidroelectrolitico intestinal. Asi, estos compuestos inhiben las
contracciones inducidas en el ileon aislado de cobaya, tanto eléctricamente como
mediante la adicion de compuestos contractores (Capasso et al., 1991a; Lutterodt
1992; Herrera et al., 1992; Macander 1986; Abdalla et al, 1989; Gambhir y
Banerjee 1992; Galvez et al., 1996; Trute et al., 1997). Es importante sefialar que
el efecto inhibidor ejercido por los flavonoides fue reversible tras el lavado de la
preparacion, sugiriendo que la accion inhibitoria no estaba relacionada con un
efecto lesivo sobre la maquinaria energética celular del musculo liso intestinal.
Gambhir y Banerjee (1992), mediante la comparaciéon de los efectos
espasmoliticos ejercidos por los distintos flavonoides frente a las contracciones
inducidas con histamina o con acetilcolina en el ileon aislado de cobaya,
intentaron  establecer la  correspondiente relacion  estructura-actividad.
Comprobaron que la quercetina, un flavonol con cinco grupos hidroxilo, era el
mas potente; la reduccion del nimero de hidroxilos en la estructura flavonol se
asociaba con una reduccion progresiva de la actividad: desde la fisetina (con
cuatro grupos hidroxilos) al flavonol (con un grupo hidroxilo) se observa una
reduccion progresiva en la potencia de uno y dos ordenes de magnitud en
comparacion con la quercetina, respectivamente. Por otra parte, la flavona mostro
una potencia similar a la fisetina; y aunque la presencia de uno o dos grupos
hidroxilos en la estructura de la flavona reducia su actividad, la incorporaciéon de

mas grupos hidroxilos se traducia en una recuperacion de la misma. Estos
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requerimientos estructurales confirmaron observaciones previas realizadas en la
misma preparacion por otros autores (Macander 1986; Capasso et al., 1991b), y
estan de acuerdo con la mayor actividad observada in vivo para los flavonoles
como inhibidores del transito intestinal en el intestino delgado (Di Carlo et al.,
1993). Sin embargo, la introduccion de un aztcar en la estructura del flavonoide,
obteniendo el correspondiente heterdsido, se traduce en una pérdida de la
actividad in vitro, en contraposiciéon con los resultados obtenidos in vivo. Esto
sugiere que, aunque la genina es la parte responsable de la actividad del
heterosido, la presencia del azicar hace al flavonoide mas accesible al 6rgano
diana que cuando la genina es administrada como tal in vivo. Estudios posteriores
realizados en cdmara de Ussing han confirmado estas observaciones, de manera
que la rutina, un heterésido de la quercetina, a diferencia de la quercetina, carecia
de efecto alguno sobre el transporte hidroelectrolitico en preparaciones de colon

aislado de rata (Cermak et al., 1998).

Distintos ensayos in vitro han permitido profundizar en los mecanismos de
accion involucrados en los efectos de los flavonoides sobre estas dos funciones
intestinales: motilidad y transporte hidroelectrolitico a través de la mucosa. No
obstante, es importante indicar que la mayoria de estos estudios se han llevado a

cabo con la quercetina, que es el flavonoide mayoritario en la naturaleza.
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II1.1.- Efectos de los flavonoides en los ensayos in vitro de motilidad

gastrointestinal

El hecho de que los flavonoides, tal y como se ha indicado anteriormente,
sean capaces de inhibir las contracciones del ileon aislado de cobaya, inducidas
tanto eléctricamente como farmacologicamente (acetilcolina, prostaglandina E,,
histamina), hace pensar que la actividad espasmolitica manifestada por estos
compuestos no esté relacionada con su interaccidon con receptores especificos. De
hecho, la inhibicion por parte de la quercetina de las contracciones inducidas con
carbacol en el ileon aislado de cobaya se ha comprobado que es de tipo no
competitivo (Galvez et al., 1996). Por tanto, es probable que los flavonoides
actien en una de las procesos intracelulares que tienen lugar tras la activacion del
correspondiente receptor, y que ademas se caracteriza por ser comun a la
respuesta de distintos estimulos. En este sentido, la actividad espasmolitica de
distintos flavonoides es potenciada tras la disminucion del calcio extracelular en la
preparacion o tras la adicion de nifedipina, compuesto que bloquea los canales de
Ca”™" voltaje-dependientes tipo L (Macander, 1986). La respuesta mecanica
bifasica generada en el musculo liso intestinal del ileon de cobaya por la accion de
la acetilcolina esta bien caracterizada, y corresponde con una movilizacion inicial
de Ca®* de los depositos intracelulares, seguida de la entrada de este ion al interior
de la célula a través de sus canales correspondientes (Hurwitz y Wessinger, 1980;
Rasmussen y Barret, 1984; Karaki y Weiss, 1984). Los estudios realizados en
nuestro laboratorio con la preparacion del ileon aislado de cobaya, han
demostrado que la incubacion previa con quercetina inhibe los dos componentes
de la respuesta contrictil bifasica generada por de carbacol (Galvez et al., 1996).

Es probable que en este efecto contribuya el bloqueo por parte de la quercetina de
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la entrada de calcio al interior de la célula a través de sus canales correspondientes

ya que:

a) la quercetina presenta un comportamiento similar al manifestado el

verapamilo, farmaco antagonista del calcio (Galvez et al., 1996).

b) el efecto inhibidor de la quercetina es revertido tras la administracion

del ionoforo del calcio A23187 (Abdalla ef al., 1989).

c) la quercetina inhibe las curvas dosis-respuesta a CaCl, en un medio
despolarizante rico en potasio (Galvez et al, 1996; Morales et al.,

1994).

Por otra parte, la quercetina es también capaz de inhibir la contraccion del
musculo liso inducida por acetilcolina o histamina en una solucion libre de calcio
conteniendo EDTA (Abdalla et al., 1989; Galvez et al., 1996), sugiriendo que o
bien afecta a la liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares o bien que
previene la union del calcio liberado con la correspondiente proteina efectora
(calmodulina, kinasa de la cadena ligera de miosina...), procesos responsables de

la respuesta contractil en estas condiciones (Brading y Sneddon 1980).

Ademas de sus efectos sobre las vias intracelulares mediadas por Ca®" en
la célula muscular lisa, otros mecanismos pueden también contribuir en el efecto
espasmolitico de la quercetina. En este sentido, la quercetina es capaz de inhibir la
fosfodiesterasa de AMPc, generando un incremento en los niveles intracelulares
de AMPc, como se ha podido demostrar en otros tejidos (Beretz et al., 1986;
Kuppusamy y Das, 1992; Nikaido et al., 1982). Por tanto, este mecanismo podria

contribuir en el efecto de la quercetina ya que la elevacion de los niveles
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intracelulares de este segundo mensajero genera relajacion del musculo liso
(Makhlouf y Murthy 1997). Otro mecanismo que puede estar involucrado es la
inhibicion de la actividad de la protein kinasa C (PKC) (Ferriola et al., 1989), que
se ha postulado que contribuye en el efecto relajante de los flavonoides en otros

tejidos, como el musculo liso vascular (Duarte et al., 1993b).

II1.2.- Efectos de los flavonoides en los ensayos in vitro de transporte

hidroelectrolitico gastrointestinal.

La mayoria de los estudios encaminados a estudiar el mecanismo de
accion antisecretor de los flavonoides, fundamentalmente de la quercetina, se han
realizado utilizando segmentos intestinales procedentes de animales de
experimentacion o lineas celulares epiteliales humanas (células Tgs) montadas en
camara de Ussing (Dharmasathaphorn y Madara, 1990), dispositivo que permite la
monitorizacion continua del transporte electrolitico a través de las células
epiteliales. Estos estudios revelaron que la quercetina ejercia un efecto
secretagogo (Cermak et al.,, 1998; Nguyen et al., 1991; Sanchez de Medina et al.,
1997), efecto inicialmente atribuido a la capacidad de este flavonoide de actuar
como inhibidor de la fosfodiesterasa y generar un incremento de los niveles
intracelulares de AMPc (Kuppusamy y Das, 1992), andlogamente a como actian
otros agentes secretagogos como la forskolina (Nguyen et al, 1991). Sin
embargo, estudios posteriores han propuesto que el incremento de la secrecion
electrogénica de cloruros generado por la quercetina en el intestino delgado y
grueso de la rata es independiente del aumento en la produccion intracelular de

AMPc, y diferente del mostrado por la genisteina, una isoflavona que actua como
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inhibidor de la tirosin kinasa y que induce la secrecion de cloruros tanto en
preparaciones de colon de rata (Diener y Hug, 1996) como en células Tg4 (Sears et
al., 1995; Illek et al., 1996), mediante la estimulacion directa del canal CFTR
(Wang et al., 1998; Randak et al., 1999). Otros flavonoides, como la tangeritina o
la nobiletina, estimulan también la secrecion electrogénica de ion cloruro en
células Tg4 (Nguyen y Canada 1993). Andlogamente a lo demostrado en otros
estudios in vitro, la introduccion de un azicar en la estructura del flavonoide
genera una pérdida en la actividad (Cermak et al., 1998; Nguyen et al., 1991;
Nguyen y Canada 1993). La actividad secretagoga manifestada por la quercetina
puede ser considerada paraddjica con relacion a su actividad antidiarreica
anteriormente comentada. En este sentido, en ensayos realizados cédmara de
Ussing se ha comprobado que la quercetina inhibe la respuesta secretagoga
inducida con carbacol tanto en células Tg4 (Sanchez de Medina ef al., 1997) como
en el colon de la rata (Cermak et al., 1998); sin embargo, no mostr6 efecto alguno
cuando la respuesta secretora era inducida con péptido intestinal vasoactivo (VIP)
(Sanchez de Medina et al., 1997). Estos resultados sugieren a que la quercetina
puede inhibir la via intracelular mediada por calcio en el enterocito, de forma
similar al mecanismo propuesto anteriormente para explicar su efecto
espasmolitico. No obstante, no se pueden descartar otros mecanismos; en este
sentido la quercetina inhibe la secrecion de cloruros inducida por el éster del
forbol PMA (Sanchez de Medina et al, 1997), un efecto que puede estar
relacionado con la capacidad de este flavonoide de inhibir la actividad de la

enzima PKC (Ferriola ef al., 1989).
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IV.  ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL DE LOS
FLAVONOIDES

Bajo la denominacién de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) se
engloban fundamentalmente dos patologias: la enfermedad de Crohn (EC) y la
colitis ulcerosa (CU). Ambas se caracterizan por ser enfermedades inflamatorias
de evolucion cronica en las que se alternan periodos de exacerbacion de los
sintomas con intervalos mas o menos prolongados de remisién de los mismos

(Obrador y Riera, 1994).

Aunque la etiologia de estas patologias no se conoce con exactitud en la
actualidad, se ha propuesto que se generan como consecuencia de una respuesta
inmune exacerbada y descontrolada ante un estimulo que, en condiciones
normales, o bien seria inocuo o bien desarrollaria una respuesta limitada (Fiocchi,
1998). La activacion del sistema inmune intestinal genera un incremento en la
sintesis y liberacion de diferentes mediadores proinflamatorios, incluyendo
citoquinas, eicosanoides y metabolitos reactivos del oxigeno y del nitrogeno, junto
con un incremento en la permeabilidad vascular y reclutamiento de células
inflamatorias. Todos estos procesos contribuyen de forma activa en la cascada de
sucesos que generan y perpetiian la respuesta inflamatoria en el intestino (Sartor,

1997).

Aunque estas enfermedades inflamatorias cronicas han sido objeto de un
gran esfuerzo por parte de la comunidad cientifica en los ultimos afios, su terapia
sigue siendo paliativa mas que curativa, asocidndose con una elevada incidencia
de reacciones adversas. Por este motivo, existe en la actualidad un gran interés en

le desarrollo de nuevos agentes aplicables en el tratamiento de la EIl que
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combinen eficacia con pocos efectos adversos, con la consiguiente mejora en su

calidad de vida. Este puede ser el caso de los flavonoides, compuestos que ademas

de estar dotados de una baja toxicidad (Middleton et al., 2000), presentan unas

caracteristicas idoneas para ser considerados como compuestos antiinflamatorios

aplicables en la EII:

a)

b)

inhiben distintas enzimas cuya expresion y/o actividad se encuentran

incrementadas en los procesos inflamatorios (Wollenweber, 1988)

disminuyen la actividad de diversas células del sistema inmune, tal y
como se ha podido comprobar en distintos ensayos in vitro (Middleton,

1998; Middleton et al., 2000)

son compuestos que presentan propiedades antioxidantes y/o
antirradicalarias in vitro (Mora et al, 1990); habiéndose incluso
demostrado para algunos de ellos la capacidad de incrementar el
contenido intestinal de glutation cuando se administran a ratas
normales por via oral, protegiendo el intestino del dafo de tipo
lipoperoxidativo que puede generarse cuando existe una
sobreproduccion de radicales libres (Valenzuela et al., 1989; Galvez et

al., 1994).

El primer estudio que apunté el potencial efecto beneficioso de los

flavonoides en la EII fue realizado por Galsanov et al. (1976). En ¢l se describe la

actividad antiinflamatoria presentada por la quercitrina, a las dosis de 25 y 100

mg/kg, en un modelo de inflamacion intestinal de tipo alérgico en rata. Mas

recientemente se ha valorado la actividad de los flavonoides en dos modelos bien
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establecidos de inflamacion intestinal en rata, el modelo del 4cido acético y el del
acido trinitrobencenosulfonico (TNBS), que presentan algunas similitudes con la
EIl en humanos (Elson 1995). Distintos flavonoides han mostrado actividad
antiinflamatoria intestinal en estos modelos, incluyendo heter6sidos como la
quercitrina (Sanchez de Medina et al., 1996), la rutina (Galvez et al., 1997; Cruz
et al., 1998), la diosmina y la hesperidina (Crespo et al., 1999), y geninas como la
morina o la silimarina (Ocete et al., 1998; Cruz et al., 2000; Galvez et al., 2001).
Estos efectos beneficiosos se han puesto de manifiesto tanto en las fases aguda y
cronica del proceso inflamatorio intestinal. Asi, los flavonoides previenen el dafo
coldnico agudo cuando se administran antes de la administracion del agente lesivo
(acido acético o TNBS), y facilitan la recuperacion del tejido colonico dafiado en
la fase cronica del proceso inflamatorio cuando se inicia la administracion del
flavonoide una vez inducido el dafio. Es dificil establecer una relacion estructura-
actividad, ya que el nimero de flavonoides ensayado hasta el momento es bajo.
No obstante, diferentes tipos de flavonoides, incluyendo flavonoles (en forma de
heter6sidos como la quercitrina y la rutina o como geninas como la morina), un
heter6sido de flavona (la diosmina), un heterosido de flavanona (la hesperidina) y
un flavanolignano (la silimarina) han mostrado actividad. De todos los
flavonoides ensayados hasta el momento, la quercitrina es el mas potente, al
ejercer su actividad ‘preventiva’ o ‘curativa’ a las dosis de 1 y 5 mg/kg, mientras
que el resto de los flavonoides ejercen su actividad antiinflamatoria intestinal en
un rango de dosis entre 10 y 25 mg/kg, cuando se trata de los heterosidos, y entre

10 y 200 mg/kg cuando se estudiaron las geninas.

Se ha propuesto la participacion de distintos mecanismos en la actividad

antiinflamatoria intestinal de los flavonoides:
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a)

b)

Propiedades antioxidantes y/o antirradicalarias. Todos los flavonoides
estudiados mejoran el estado de estrés oxidativo asociado al proceso
inflamatorio intestinal inducido experimentalmente (Loguercio ef al.,
1996; Galvez et al., 2000), ya que o bien preservaban la deplecion de
glutation o reducian el contenido coldnico de malonildialdehido
(MDA), dos de los marcadores bioquimicos indicativos del grado de
peroxidacion lipidica en el tejido intestinal. Este efecto puede
considerarse de gran interés dado que los radicales libres, incluyendo
los derivados del oxigeno y los del nitrogeno, desempefian un papel

clave en la etiopatogénesis de la EII en humanos (Yamada y Grisham,

1994).

Actuacion sobre el metabolismo del oxido nitrico (NO). Es importante
sefialar el creciente interés que ha suscitado en la ultima década el NO
en la patogénesis de la EIl (Grisham et al., 1999). En condiciones
fisiologicas, se generan pequeias cantidades de NO por parte de la
isoforma constitutiva de la oxido nitrico sintasa (cNOS), que ejerce un
efecto protector directo en las fases iniciales del proceso inflamatorio
intestinal, principalmente al inhibir la interaccion entre el leucocito y el
endotelio vascular asi como al reducir la permeabilidad epitelial (Lefer
y Lefer 1999). Por el contrario, la sintesis de NO se incrementa en
situaciones de inflamacion cronica, principalmente como consecuencia
de la expresion de la isoforma inducible de la oxido nitrico sintasa
(iINOS). La sobreproduccion de NO da lugar a un efecto lesivo como
consecuencia de su interaccion con el anion superdxido, generando

especies reactivas como el peroxinitrito, que ocasiona una situacion de
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estrés oxidativo y dafio tisular (Miller y Sandoval, 1999). De acuerdo
con esto, es probable que las propiedades biologicas de los flavonoides
puedan interferir con el metabolismo del NO. En primer lugar, los
flavonoides pueden preservar las funciones beneficiosas del NO al
captar directamente aniones superoxido (Sichel et al, 1991); en
segundo lugar, los flavonoides son capaces de inhibir la iNOS (Chan et
al., 1997); y, por ultimo, actian como potentes captadores de radicales
peroxinitrito (Haenen et al., 1997). En consecuencia, los flavonoides
pueden prevenir los efectos perjudiciales generados por el NO en
situaciones de inflamacion intestinal. De hecho, se ha podido
comprobar que el tratamiento con morina a animales con inflamacién
intestinal inducida con TNBS se traduce en una disminucién en la
actividad de la NOS en explantes intestinales procedentes de animales

coliticos (Galvez et al., 2001).

Inhibicion de la actividad lipooxigenasa y reduccion en la produccion
de leucotrieno B4 (LTB4). Distintos estudios han postulado que el
LTB4 es un mediador inflamatorio con una importante funcion en la
EII; de hecho, la inhibicién de su sintesis (Bertran et al., 1996) o el
bloqueo de su receptor (Fretland et al., 1996) se traduce en efectos
beneficiosos en la colitis experimental. Aunque la mayoria de los
flavonoides estudiados reducen la produccién de LTB4 coldnico, no se
ha podido establecer una relacion directa entre la inhibicion en los
niveles colonicos del eicosanoide y el efecto antiinflamatorio intestinal
(Sanchez de Medina et al., 1996, Ocete et al., 1998). En cualquier

caso, se puede pensar que la combinacion de la accion inhibitoria de la
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d)

sintesis de LTB4 coldnico con la actividad antioxidante contribuya en
el efecto beneficioso manifestado por los flavonoides en los modelos
de colitis experimental. Asi, el LTB4 facilita la quimiotaxis de los
neutrofilos, su adherencia y degranulacion en el colon inflamado por el
TNBS (Fretland et al., 1996). Como consecuencia de la actividad
metabolica de estos granulocitos se genera la sobreproduccion de
radicales libres responsables de fendmenos de citotoxicidad directos en
el tejido intestinal, que facilita la liberacion adicional de distintos
mediadores proinflamatorios (Yamada y Grisham 1994). De hecho, en
la mayoria de los estudios con los flavonoides en modelos de colitis
experimental se observa una reduccidn significativa en la actividad
mieloperoxidasa colonica, enzima que se encuentra
predominantemente en los granulos azurofilicos de los neutréfilos. Por
tanto, esta actividad enzimatica es considerada como un marcador
sensible de la infiltracion de estos leucocitos, por lo que su
determinacion es utilizada para valorar la actividad antiinflamatoria de

un compuesto dado (Veljaca et al., 1995).

Inhibiciébn en la produccién de citoquinas proinflamatorias. Esta
actuacion se deriva fundamentalmente de los resultados obtenidos con
ensayos in vitro realizados con los flavonoides. En este sentido,
Manthey et al., (2001) revisaron la capacidad de distintos flavonoides
presentes en los citricos de inhibir la expresion de la citoquina TNFa
en monocitos humanos, como distintas polimetoxiflavonas, el
kampferol, la apigenina y la quercetina, siendo la mdas potente la

heptametoxiflavona, que era capaz de inhibir la produccion de IL-10
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pero no la de IL-1B, IL-6 o IL-8. Estos autores establecieron Ia
hipotesis de que, entre otros mecanismos, la capacidad manifestada por
estos flavonoides de inhibir la actividad fosfodiesterasa podia estar
relacionada con la inhibicion en la produccién de citoquinas
Posteriormente, Xagorari et al. (2001) describieron que los flavonoides
luteolina, 7-glucosido de luteolina, la quercetina y la genisteina
inhibian la liberacion de TNFo y de IL-6 en células RAW 264.7
estimuladas con LPS, mientras que el eriodictiol y la hesperetina sélo
inhibian la produccion de TNFa. Estos mismos autores concluyeron
que el compuesto mas potente fue la luteolina, y que en su accidon
estaba involucrada su capacidad de inhibir la fosforilacion de residuos
de tirosina en proteinas, y en consecuencia la expresion génica
mediada por el factor de transcripcion NF-kB y la subsiguiente
produccion de citoquinas proinflamatorias. Esta capacidad de interferir
con la via de activacion del NF-kB fue previamente descrita para la
quercetina, como consecuencia de una inhibicion en la actividad de las
quinasas de las IkB, proteinas que cuando se encuentra fijadas al NF-
kB en el citoplasma celular previenen su traslocacion al nucleo, pero
que cuando son fosforiladas por las correspondientes quinasas son
degradas, liberando el NF-kB que es capaz de dirigirse al niicleo donde
activa la transcripcion de los correspondientes genes diana,
promoviendo la formacién de citoquinas proinflamatorias, como el
TNFa (Peet y Li, 1999). Ademas de reducir la produccion y liberacion
de estos mediadores, se ha descrito que flavonoides como la apigenina,

la luteolina y la quercetina son capaces de inhibir las acciones que las
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citoquinas ejercen sobre los distintos tipos celulares tras la actuacion
sobre sus correspondientes receptores (Panés et al, 1996;
Habtemariam, 1997; Ishikawa et al., 1999). Con relacion a los estudios
in vivo, hasta el momento, tinicamente se ha descrito que el tratamiento
con morina es capaz de inhibir la produccion de IL-1B en la fase
cronica de la inflamacion intestinal inducida con TNBS (Galvez et al.,
2001). La IL-1B es una citoquina producida principalmente por los
macréfagos activados, y que se ha implicado en la patogénesis de la
EIl, tanto en humanos (Ligumsky ef al, 1990) como en modelos

experimentales (Rachmilewitz et al., 1989; va Dijk et al., 1995).

Preservacion de la funcidon absortiva coldnica. La funcion abortiva
colénica se encuentra profundamente alterada en la inflamacion
intestinal (Sédnchez de Medina et al, 2002), de forma que su
restauracion puede contribuir, conjuntamente con las acciones
comentadas anteriormente, en los efectos beneficiosos manifestados
por los flavonoides en los modelos de colitis experimental. De hecho
se ha propuesto que una alteracion en la permeabilidad intestinal puede
ser un factor desencadenante del proceso inflamatorio intestinal
(Brandzaeg et al, 1999), ya que un epitelio ‘facilmente permeable’
puede permitir la entrada en la lamina propria de antigenos bacterianos
o procedentes de la dieta, que no sean convenientemente anulados por
el sistema inmune de la mucosa intestinal pudiendo desencadenar la
respuesta inflamatoria descontrolada. Se ha podido comprobar que la
absorcion colonica de fluidos in vivo se encuentra profundamente

comprometida en diferentes modelos experimentales de inflamacion
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intestinal, siendo una de las funciones que mas tarda en recuperarse
como consecuencia del proceso inflamatorio (Sanchez de Medina et
al., 1996), habiéndose descrito que se encuentra incluso alterada
cuando la recuperacion histoldgica es practicamente completa (Asfaha
et al., 2001). De los distintos flavonoides estudiados, la quercitrina
(Sanchez de Medina et al,, 1996), la rutina (Galvez et al.,, 1997), la
hesperidina (Crespo et al., 1999) y la morina (Ocete et al., 1998) han
demostrado su capacidad de promover la mejora de la funcionalidad
absortiva coldnica en los animales coliticos. No obstante, Unicamente
la quercitrina fue capaz de restaurar completamente el transporte
hidroelectrolitico colonico, lo que se tradujo en una reduccion de la
incidencia de diarrea en comparaciéon con el correspondiente grupo
control (sin tratamiento con el flavonoide), siendo éste uno de los
sintomas que caracterizan la inflamacion intestinal. Es importante tener
en cuenta que la mejora en esta funcionalidad colonica puede ser una
consecuencia, mas que una causa, de la recuperacién mas rapida de la
mucosa sometida al proceso inflamatorio. En cualquier caso,
anteriormente ya se describi6 la capacidad de los flavonoides de actuar
sobre el transporte hidroelectrolitico alterado y que permitia justificar

su actividad antidiarreica.
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OBJETIVOS

Este trabajo de Tesis Doctoral surgié como consecuencia de una ayuda
solicitada al Departamento de Farmacologia de la Universidad de Granada por la
Organizacion Medicus Mundi Granada. La colaboracion solicitada consistia en
constatar cientificamente el uso empirico de una serie de plantas utilizadas con
fines terapéuticos en la region de Pama en Burkina Faso (Africa). Entre estas
plantas llam¢ la atencion a los médicos de la Organizacion establecidos en la zona

la clara actividad antidiarreica de la sumidad de Euphorbia hirta L.

El objeto de esta Tesis Doctoral consiste en investigar los efectos de esta
droga en patologias intestinales. Para llevar a cabo este estudio, nos planteamos

las siguientes lineas de actuacion:

1) Constatacion de la actividad antidiarreica, accion por la que se viene

empleando de forma tradicional y empirica en su region de origen.

2) Aislamiento e identificacion de un principio activo responsable de su
actividad y estudio del mecanismo de accion que justifique su efecto

antidiarreico

3) Ampliar los estudios farmacolégicos del principio aislado, con la
busqueda de nuevas actividades farmacologicas frente a otras
patologias en las que los fendmenos diarreicos constituyan una

alteracion clave, como es la enfermedad antiinflamatoria intestinal.

La consecucion de estos objetivos especificos nos permitiran, por una

parte, establecer las bases terapéuticas para ampliar el arsenal terapéutico
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existente en la actualidad en el tratamiento de patologias del tracto gastrointestinal
y, por otra parte, ayudar al Tercer Mundo mediante la potenciacion de los recursos

naturales en estos paises en vias de desarrollo.
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MATERIAL Y METODOS

I. MATERIAL VEGETAL

El material objeto de nuestro estudio estaba constituido por la planta entera
de la especie Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae), que fue suministrada por la
Organizacion Medicus Mundi, del que se utilizaba con fines terapéuticos en la
region de Pama en Burkina Faso (antiguo Alto Volta). La identificacion de la
planta fue verificada por el Profesor Dr. Oswaldo Socorro del Departamento de
Biologia Vegetal de la Universidad de Granada. La muestra, una vez en nuestro
laboratorio, fue pulverizada con un molino de martillo marca ‘Bauknecht’
provisto de tamiz con un didmetro de luz de malla de 5 mm. La droga pulverizada
fue almacenada en arcon frigorifico a 2—4 °C hasta el momento de la preparacion

de los correspondientes extractos objeto de estudio.

Para la realizacion de los ensayos farmacodindmicos encaminados a poner
de manifiesto la actividad antidiarreica de la planta, se prepar6 un cocimiento de
la droga pulverizada de acuerdo con Farmacopea Espafiola (IX edicion). Este
cocimiento fue liofilizado, obteniéndose un rendimiento del 29,8 % (p/p), y
posteriormente almacenado en camara frigorifica a 4°C hasta el momento de su

utilizacion.
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I1. FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE LA DROGA

Una vez constatada la actividad antidiarreica de la droga, se procedio a la
realizacion de un fraccionamiento quimico guiado de la muestra objeto de estudio,
utilizando el test del aceite de ricino (Doherty y Hancock, 1983) para determinar
cuales eran las fracciones activas. El fraccionamiento se realizd siguiendo el
procedimiento descrito previamente por Yoshida et al. (1988) (Figura 4). Para
ello, 350 g de la droga pulverizada se interpuso en una mezcla de acetona:agua
(7:3 v/v), macerandose durante 12 h a 4°C con agitacion, filtrandose seguidamente
el extracto resultante. A continuacion, se evaporé la acetona a presion reducida en
rotavapor, y la solucién acuosa remanente fue extraida sucesivamente con éter
etilico (rendimiento = 1,98 %), acetato de etilo (rendimiento = 1,65 %) y n-
butanol saturado con agua (rendimiento = 3,43 %). Los ensayos farmacoldgicos
revelaron que la fraccion activa fue la de acetato de etilo, fraccion con la que se
continud el fraccionamiento quimico de la muestra. Tras la eliminacion del
acetato de etilo a presion reducida, una parte del residuo (2,84 g) fue sometido a
cromatografia en columna con Sephadex LH-20 (Pharmacia) (39,0 x 2,7 cm)
como fase estacionaria, que fue desarrollada con etanol al 50 %. Las distintas
fracciones obtenidas fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina y
reunidas en siete fracciones principales (I — VII). De ellas, la fraccion V (260 mg)
fue la activa farmacologicamente, por lo que fue sometida a una nueva
cromatografia en columna de Sephadex LH-20 (22,0 x 1,7 cm), utilizando etanol
al 99 % como fase movil, consiguiendo el aislamiento de un compuesto, la
quercitrina (punto de ebullicion: 176-179 °C), que fue identificado en funcion de
sus caracteristicas espectrales y mediante comparacion directa con ¢l producto

puro adquirido comercialmente (Extrasynthése, Genay, Francia).
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Figura 4. Esquema de fraccionamiento de la planta entera de Euphorbia hirta L.
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ITII. ENSAYOS FARMACODINAMICOS

Los distintos ensayos in vivo se realizaron conforme a las directivas de la
Convencion para la proteccion de los animales vertebrados usados en

experimentacion y con otros fines cientificos establecidas por la Unién Europea

(85/ETS123; 86/609/EEC)

I11.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales utilizados en este estudio fueron suministrados por el

Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada:
- Ratones albinos hembra de la cepa Swiss Offi (20—25g de peso)
- Ratas albinas hembra de la cepa Wistar (180-200 g de peso)

Una vez en el Laboratorio, se mantuvieron en el estabulario del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Farmacia al menos 5 dias antes
de iniciar los experimentos, a una temperatura de 22 £ 2 °C y con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas. Los animales fueron alojados en cubetas de makrolon con
lecho de viruta, y dispuestas en rack de acero inoxidable, en grupos de hasta 4-5
por jaula, y alimentados con una dieta estandar para roedores (Panlab A04) y agua

corriente ad libitum.
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I11.2. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA.

Los ensayos de toxicidad aguda se realizaron mediante la determinacion de
la Dosis Letal 50 (DLs), de acuerdo con el método descrito por Miller y Tainter
(1944). Para ello, distintos grupos de ratones (n=8) fueron sometidos a un ayuno
previo de 18 h y administrados por via oral con dosis crecientes del cocimiento
liofilizado disuelto en agua, con un volumen constante de 0,5 ml. Una vez
administrados los animales, se colocan en sus jaulas respectivas provistas de agua,
y se observaron durante las primeras tres horas los fenomenos que pudieran
producirse en los animales. Transcurrido este tiempo, se les suministré comida y,
a las 24 horas, se realiza el Gltimo control de los animales estableciéndose la

relacion final entre los animales vivos y muertos para cada grupo.

Los datos obtenidos para cada dosis se transforman en porcentaje de
muertos y estos, a su vez, en ‘probits’. En los casos en los que las dosis
administradas generen un 0% o un 100% de mortalidad, los probits no tendrian un
valor finito, calculdndose en consecuencia sus valores aproximados mediante la

siguiente transformacion:

Probits (0% mortalidad) = [(1/n)/n x 100]
Probits (100% mortalidad) = [(n-1/n)/n x 100]

Se realiza la representacion grafica llevando a ordenadas los probits
calculados y a abscisas los logaritmos de las dosis utilizadas. El valor de la DLs
se obtiene directamente al interpolar en la recta el valor 50 % de mortalidad
(correspondiente con el probit 5), y su error estandar aplicando la siguiente

formula: E = (DL84% - DL 16%) / (2 x 2n)
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I11.3. MODELOS DE DIARREA INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE

Los distintos modelos de diarrea experimental se fundamentaron en la
administracion a ratones de distintos compuestos capaces de inducir un proceso

diarreico en los animales. Los agentes utilizados fueron:

aceite de ricino (Acofarma, Madrid, Espafia) (0,5 ml/raton p.o.)

(Doherty y Hancock, 1983)

- sulfato magnésico (Merck, Barcelona, Espana) (2 g/kg p.o.) (Galvez et
al. 1991)

- acido araquidodnico (Sigma, Madrid, Espana) (15 mg/kg 1.p.) (Galvez et
al. 1993)

- prostaglandina E, (Sigma, Madrid, Espafia) (1 mg/kg i.p.) (Galvez et
al. 1993)

Tras la administraciéon del compuesto, los animales fueron dispuestos
individualmente en jaulas de makrolon con papel de filtro en el fondo, que fue
sustituido cada 30 minutos. La valoracién del proceso diarreico se realizo

mediante:

a) determinacion del tiempo transcurrido entre la administracion del
agente inductor de la diarrea y la excrecion de las primeras heces

diarreicas,
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b) determinacién del porcentaje de heces diarreicas respecto al total de
heces excretadas durante las siguientes 4 horas tras la induccion del

proceso diarreico.

En estos ensayos el material objeto de estudio (liofilizado del cocimiento
de la droga, fraccion resultante del fraccionamiento quimico de la droga, o el
flavonoide quercitrina) fue administrado por via oral, a las dosis correspondientes,
a distintos grupos de ratones (n = 10) 60 minutos antes de la administracion del
agente inductor del proceso diarreico. Los resultados obtenidos con cada grupo
tratado fueron comparados con los del grupo control, que recibio el vehiculo

utilizado en la administracion del correspondiente compuesto objeto de estudio.

II1.4. ENSAYOS DE TRANSITO INTESTINAL
1I1.4.1. Transito intestinal total

En estos ensayos se utilizaron distintos grupos de ratones (n=5), que se
colocaron individualmente en jaulas de makrolon con papel de filtro en la base.
Dos grupos de animales recibieron por via oral la dosis correspondiente de
cocimiento liofilizado (350 o 700 mg/kg) disuelta en 0,5 ml de agua junto con
rojo carmin (1%), mientras que un grupo de animales control so6lo recibié la
suspension de rojo carmin. A continuacioén se determiné el tiempo transcurrido
entre la administracion del marcador y la excreciéon de las primeras heces

coloreadas
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I11.4.2. Transito en intestino delgado

Estos ensayos se realizaron mediante la técnica descrita por Leng-
Peschlow (1986) utilizando ratas sometidas a ayuno durante las 24 horas previas
al inicio del experimento. Este consisti6 en la administracién por via oral de 1 ml
de una suspension formada por carbon activo (10%) interpuesto en una solucion
acuosa de goma arabiga (1,5 % p/v). La administracién de esta suspension
utilizada como marcador del transito intestinal se realizd 60 minutos después de la
administracion oral del compuesto (quercitrina) o extracto (liofilizado del
cocimiento) objeto de estudio. Los animales correspondientes al grupo control
recibieron el vehiculo utilizado (1 ml de agua destilada). Transcurridos 30
minutos de la administraciéon del marcador se procedidé al sacrificio de los
animales mediante dislocacion cervical, y el intestino delgado extraido
rapidamente, teniendo la precaucion de no desplazar los contenidos intestinales en
el proceso. Seguidamente se determind la distancia recorrida por el carbon activo,

y se expresd como porcentaje de la longitud total del intestino delgado de la rata.

En algunos experimentos, este transito intestinal fue estimulado mediante
la administraciéon oral de aceite de ricino (1 ml/rata) conjuntamente con la

suspension del carbon activo/goma ardbiga.

III.5. ENSAYOS DE TRANSPORTE HIDROELECTROLITICO
COLONICO

Se utilizé el método del colon ligado de la rata propuesto por Beubler y

Juan (1979), con algunas modificaciones. Para ello, tras un ayuno previo de 24
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horas las ratas se anestesiaron con nembutal (40 mg/kg i.p.), y, tras realizar una
laparotomia media abdominal, el colon fue limpiado de sus contenidos luminales
utilizando 50 ml de solucion Tyrode templada (37 °C) con la ayuda de una jeringa,
seguido de la inyeccién de aire para eliminar todo resto de liquido coldnico.
Inmediatamente después de limpiar el colon, éste fue llenado con 2,5 ml de
soluciéon Tyrode, y ligado en ambos extremos. Seguidamente, las ratas se
disponen en una superficie caliente a 37 °C y, transcurridos 30 minutos, son
sacrificadas mediante dislocacion cervical, siendo el volumen de liquido colénico
determinado gravimétricamente. El transporte de fluido neto colonico se obtuvo
mediante el cédlculo de la diferencia entre el volumen final y el introducido
inicialmente, expresando los resultados como ml/30 min/g de tejido. La absorcion
neta se indica por un valor negativo mientras que la secrecion neta lo es por un

valor positivo.

Para valorar el efecto que la quercetina o la quercitrina tenian sobre los
procesos de absorcion hidroelectrolitica colénicos, los flavonoides fueron
incorporados a diferentes concentraciones en los 2,5 ml de solucion Tyrode
introducidos en el colon de la rata. En algunos experimentos, y con objeto de
inhibir la absorcion de agua e iones en el colon y estimular su secrecion, se
incorpor6 en la solucion Tyrode o bien PGE; (0,12 mM) o bien picosulfato sodico
(0,45 mM). En otros experimentos, para poder valorar el papel de la flora
coldnica, los ensayos se realizaron sin el lavado previo del lumen colénico con la
solucion Tyrode, de acuerdo con el método propuesto por Beubler y Badhri

(1990).
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I11.6. MODELOS DE COLITIS EXPERIMENTAL

I11.6.1. Colitis experimental inducida por sulfato de dextrano sodico

La colitis se indujo utilizando el método descrito por Stucchi et al. (2000),
consistente en la incorporacion de sulfato de dextrano sodico (DSS) (Biolink,
Barcelona, Espafia) al 5 % (p/v, preparada diariamente, peso molecular: 36.000-
50.000) en el agua de bebida de las ratas, las cuales fueron alojadas en jaulas

individuales durante el desarrollo de la experiencia.

Los animales fueron distribuidos de forma aleatoria en tres grupos

experimentales:

a) Grupo blanco (n = 8), animales a los que no se les indujo el proceso
inflamatorio intestinal y a los que se les administr6 por via oral y
diariamente el mismo vehiculo utilizado para administrar el flavonoide

(agua destilada; vol = 1 ml).

b) Grupo control (n = 8), constituido por los animales a los que se les
suministrd el DSS en el agua de bebida, y a los que se les administrd
por via oral y diariamente el mismo vehiculo utilizado para administrar

el flavonoide (agua destilada; vol = 1 ml).

c) Grupo tratado con quercitrina (n = 8), compuesto por los animales a los
que se les indujo el proceso inflamatorio intestinal y que recibieron el
tratamiento de quercitrina diariamente, a las dosis de 1 mg/kg,

interpuesta en agua destilada (vol = 1 ml).
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El tratamiento con el flavonoide se inici6 el mismo dia en el que se incorpord
el DSS en el agua de bebida, y se mantuvo hasta el dia antes del sacrificio de los
animales, que tuvo lugar 8 dias después de iniciada la experiencia. Durante este
periodo de tiempo se controld diariamente el peso y el consumo de comida de los
animales, la consistencia de las heces, y la presencia o no de sangre en las
mismas. Estos pardmetros permitieron asignar diariamente a cada animal un
indice de actividad de la enfermedad (IAE), de acuerdo con los criterios

propuestos por Cooper et al. (1993) (Tabla 1).

Tabla 1. Escala de valoracion del indice de actividad de la enfermedad (IAE) en

el modelo de colitis experimental inducida con sulfato de dextrano sodico

Consistencia de las  Presencia de sangre
IAE Pérdida de peso

heces en las heces
0 No Normal No
1 1-5%
2 5-10% Blanda
3 10-20%
4 >20 % Diarrea Si

El valor de IAE para cada animal combina el valor de la pérdida de peso, la

consistencia de las heces y la presencia o no de sangre en las heces dividido por tres.
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I11.6.2. Colitis experimental inducida por oxazolona

La colitis por oxazolona se indujo en ratas previamente sensibilizadas
utilizando el método descrito por Ekstrom (1998). Para ello, los animales
fueron anestesiados con halotano y se procedié a su sensibilizacion mediante la
administracion topica de 12 mg de oxazolona disueltos en acetona/etanol 95%
(1/4, v/v) durante dos dias consecutivos. Transcurridos 7 dias de la primera
administracion topica de oxazolona, los animales tras ayuno previo de 24
horas, fueron anestesiados con halotano y recibieron por via intracolénica 6 mg
de oxazolona interpuestos en 0,2 ml de una emulsién compuesta por una
mezcla, a partes iguales, de metilcelulosa (1%, p/v) y aceite de oliva virgen. La
instilacion se realiz6 introduciendo un catéter de teflon (2 mm de grosor) 8 cm
desde el ano, manteniendo a los animales en posicion supina hasta la

recuperacion de la anestesia.

Todos los animales fueron sensibilizados con oxazolona, como se ha

indicado, y se distribuyeron de modo aleatorio en tres grupos experimentales:

a) Grupo blanco (n = 8), animales sin inflamacion a los que se les
administré por via rectal 0,2 ml de la emulsion de metilcelulosa y
aceite de oliva virgen utilizada para interponer la oxazolona; mientras
que por via oral recibieron diariamente el mismo vehiculo utilizado

para administrar el flavonoide (agua destilada; vol = 1 ml).

b) Grupo control (n = 8), ratas a las que se les indujo la colitis con
oxazolona y que recibieron diariamente el mismo vehiculo utilizado

para administrar el flavonoide (agua destilada; vol = 1 ml).
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¢) Grupo tratado con quercitrina (n = 8), animales a los que se les indujo
el proceso inflamatorio intestinal con oxazolona y que recibieron el
tratamiento de quercitrina diariamente, a las dosis de 1 mg/kg,

interpuesta en agua destilada (vol = 1 ml).

El tratamiento con el flavonoide se inicid6 dos horas antes de la
administracion intracolonica de oxazolona. Durante el desarrollo de estas
experiencias se control6é diariamente el peso y el consumo de comida de los
animales, asi como la aparicion de diarrea por visualizaciéon de restos
perianales una vez inducida la colitis con la oxazolona. Todos los animales
fueron sacrificados a los tres dias de la instilacién intracolonica del agente

inflamatorio intestinal.

II1. 6. 3. Valoracion del proceso inflamatorio intestinal.

Las alteraciones intestinales se caracterizaron macroscopica, histologica y

bioquimicamente.

Una vez sacrificados los animales mediante una sobredosis de halotano, se
les extrajo el colon en su totalidad, observandose la existencia o no de adhesiones
entre el intestino grueso y los 6rganos adyacentes. Seguidamente se procedio a la
limpieza de los distintos segmentos intestinales de sus contenidos luminales con
solucion salina isotonica y, tras colocarlos sobre una placa Petri con hielo, se
eliminaron los restos de grasa y las adhesiones mesentéricas. Seguidamente se
determind su longitud bajo una tension constante de 2 g, asi como su peso. El

colon se abri6o longitudinalmente y un observador ajeno al desarrollo del
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experimento caracteriz6 el dafio macroscopico, poniéndose de manifiesto las

distintas caracteristicas del proceso inflamatorio en cuestion.

Por ultimo, el colon se dividid en distintos fragmentos longitudinales que,
a excepcion de uno, fueron congelados inmediatamente a —80°C para la
realizacion posterior de las determinaciones bioquimicas. El segmento destinado a
la determinacion de glutation total, se congeld en 1 ml de acido tricloroacético
(TCA) (Fluka, Madrid, Espaiia) al 5 % (p/v), con objeto de inhibir su degradacion
por la y-glutamil transpeptidasa (Anderson, 1985). El fragmento no congelado fue
procesado en el momento de su obtencion para la determinacion de la produccion
colonica de LTB4. Todas las determinaciones se realizaron en las dos semanas

siguientes al sacrificio de los animales.

I11.6.3.1 Determinacion de la actividad mieloperoxidasa.

La determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPO) se realizé por el
método descrito por Krawisz et al. (1984). Esta enzima se utiliza como marcador
de la infiltracion de neutréfilos, aunque no es una enzima estrictamente especifica

de estos fagocitos.

Los fragmentos de colon se disponen sobre una placa Petri enfriada con
hielo y se pican con tijeras durante aproximadamente 15 segundos. A
continuacion, se  homogeneizan en  tampon de  bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) al 0,5 % (p/v) en tampoén fosfato salino (50 mM,

pH=6), a una dilucién final de 1:20 (p/v) en un homogeneizador Heidolph durante
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aproximadamente 45 segundos. El HTAB actiia como detergente, lo cual facilita
la liberacion de la enzima MPO de los granulos azuréfilos de los neutrofilos,
donde se encuentra almacenada. Seguidamente, el homogeneizado es sonicado
durante 10 segundos y se somete a un triple proceso de congelacion-
descongelacion, procesos que facilitan la ruptura de estructuras celulares,
favoreciendo también de este modo la liberacion de la enzima. Tras la ultima
descongelacion se centrifuga el homogeneizado a 7000 G durante 10 minutos a
4°C y se procede a la determinacion de la actividad MPO siguiendo la cinética de
la reaccion frente al agua oxigenada. Para ello se afiaden 100 pul del sobrenadante
a 3 ml del reactivo de coloracion preparado de forma extemporanea, y compuesto
por clorhidrato de o-dianisidina (0,167 mg/ml) y peréxido de hidrégeno al 0,0005
% (p/v) en tampon fosfato (50 mM, pH=6). El incremento de absorbancia se
determina a 450 nm en un espectrofotometro GBC 916. La actividad MPO se
calcula por interpolaciéon en una curva patron, realizada con mieloperoxidasa
procedente de neutréfilos humanos. Una unidad de MPO (U) se define como la
cantidad necesaria para degradar 1 mmol/min de peréxido de hidrogeno a 25°C.

Los resultados se expresan como U/g tejido fresco.

I11.6.3.2 Determinacion del contenido de glutation total.

La determinacién del contenido colonico de glutation total se realizd de
acuerdo con el método de la reduccion ciclica DTNB-GSSG (Anderson et
al.,1985). Se basa en la oxidacion del glutation reducido (GSH) presente en una
muestra a su forma oxidada (GSSG) mediante su incubacion con el acido 5,5'-

ditiobisnitrobenzoico (DTNB), el cual es reducido y adquiere una coloracion
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amarillenta que puede ser determinada espectrofotométricamente. El GSSG
generado es reducido por accion de la enzima glutation reductasa en presencia de
NADPH. El GSH formado se oxida de nuevo, dando lugar a un ciclo continuo en
el cual la velocidad de reduccion del DTNB (con el consiguiente incremento de la

absorbancia) es proporcional a la cantidad total de glutation (GSH + GSSG).

Para efectuar esta determinacion se utilizaron los fragmentos de colon
congelados en soluciéon de TCA al 5 % (p/v). Se pican con tijeras durante 15
segundos aproximadamente, sobre una placa Petri con hielo y posteriormente se
homogeneizan en la solucion de TCA en una proporcion 1:20 (p/v) en un
homogeneizador automatico Heidolph. A continuacién, se centrifuga el
homogeneizado a 2000 G, durante 5 minutos a 4°C, y se recoge el sobrenadante
que se somete a una segunda centrifugacion a 10000 G durante 5 minutos a 4°C.
Para la determinacion del glutation total se mezclan 100 ul de sobrenadante, 100
ul de PBS-EDTA (solucion acuosa de fosfato sodico 143 mM y EDTA 6,3 mM,
pH=7,5), 700 pul de soluciéon de B-NADPH (0,289 mM) en PBS-EDTA y 100 pl
de DTNB (6 mM) en PBS-EDTA, en una cubeta semimicro, que se incuba a 30°C
durante 5 minutos. Tras adicionar 25 pl de solucién de glutation reductasa
(Boehringer-Mannheim, Barcelona) (266 Ul/ml) en PBS-EDTA, se agita por
inversion y se registra el incremento de absorbancia a 412 nm en un
espectrofotometro GBC 916. La concentracion de glutation se calcula por
interpolacion en la curva patréon realizada con GSH. Los resultados se expresan

como nmoles de glutation total/g tejido fresco.
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I11.6.3.3 Determinacion de la biosintesis colonica del LTB,.

Para la determinacion de la produccion de este eicosanoide se realizo un
procedimiento simple de extraccion de forma inmediata (<1 h) a la obtencion del
organo (McCafferty et al., 1992). Los fragmentos de colon se pican con unas
tijeras sobre una placa Petri con hielo durante 15 segundos y se incuban en
tampon fosfato soédico 10 (mM, pH=7,4) en proporcion 1:5 (p/v) a 37°C durante
20 minutos con agitacion constante. A continuacion se centrifugan las muestras a
9000 G durante 30 segundos a 4°C y se congela el sobrenadante obtenido a —80°C.
Para la determinacion de la concentracion de LTB4, se utilizaron kits comerciales
de enzimoinmunoensayo suministrados por Amersham Pharmacia Biotech (Little
Chalfont, Reino Unido). Los resultados se expresan como ng de LTB4 /g tejido

fresco.

111.6.3.4. Determinacion del contenido de malonildialdehido.

Esta determinacion se llevo a cabo segun el método descrito por Zingarelli
et al. (1999). Una vez descongelado el tejido coldnico, se pica con tijeras y se
homogeneiza en frio durante 15 segundos en una solucién de KCl al 1,15 % en
proporcion 1:5 (p/v). El homogenado se centrifuga a 9000 G a 4°C durante 10
minutos. En un tubo de vidrio con tapon de rosca se adicionan 100 ul de
sobrenadante, 200 pl de una solucion de lauril sulfato sodico al 8,1 %, 1,5 ml de
acido acético al 20 % (pH 3,5), 1,5 ml de una solucién de écido tiobarbiturico al
0,8 % en acido acético al 20 % y 700 pl de agua destilada. Se incuban durante 1

hora a 95°C y se centrifugan a 3000 G a 4°C durante 10 minutos. La absorbancia
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de los sobrenadantes se mide espectrofotométricamente a 532 nm en Microplate
Reader Bechmark. El célculo del contenido en malonildialdehido (MDA) en las
muestras se realiza por interpolacion en la curva patron correspondiente realizada
con distintas concentraciones de 1,1,3,3-tetrametoxipropano en soluciéon de KCI.

Los resultados se expresan en umol MDA/g tejido fresco.

111.6.3.5. Determinacion de la actividad oxido nitrico sintasa.

Esta determinacion se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Chiesi
y Schwaller (1995), basado en medir la formacion de citrulina tritiada (*H-
citrulina) producida por la actividad 6xido nitrico sintasa (NOS) procedente del

segmento coldnico tras su incubacion con L-arginina tritiada (L H-arginina).

Tras descongelar el trozo de colon se pica con tijeras durante 15 segundos
aproximadamente sobre una placa Petri con hielo, y posteriormente se
homogeneizan en tampdén de homogeneizacion compuesto por: acido N-[2-
hidroxietil] piperazina-N'-[2-etanosulfénico] (HEPES) (10 mM, pH 7,4), sacarosa
(0,32 M), EDTA (100 uM), ditiotreitol (I mM), metilfenilsulfonil fluoruro (5,7
mM) y leupeptina (22 uM); en una proporcioén 1:5 (p/v) en un homogeneizador
automatico Heidolph. El homogenado se centrifuga a 20000 G durante 30 minutos
a 4°C, tras lo cual se recoge el sobrenadante donde se mide el contenido en

proteinas por el método de Bradford (1976) y la actividad NOS.

Para la determinacion de la actividad NOS, 80 ul de muestra o de tampén
de homogeneizacion se incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos con

10 pul de una solucion de L-arginina; preparada con 100 pl de arginina 100 uM y
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10 pl de solucion de clorhidrato de L-[2,3,4,5-°H] arginina (Amersham Ibérica,
Barcelona) (14,7 mM, 1,0 mCi/ml) y en presencia de solucion de B-NADPH (10
mM), calmodulina (0,3 uM), tetrahidrobiopterina (10 uM), CaCl, (2 mM), L-
valina (10 mM), este ultimo para inhibir la actividad arginasa inespecifica
(Rachmilewitz et al, 1995). La incubacién se termina afiadiendo 1 ml de tampon
de parada: HEPES (20 mm, pH 5,5) con EGTA (I mM) y EDTA (1 mM).
Seguidamente se adicionan 1,5 ml de resina Dowex” 50W previamente activada,
en forma sodica, que adsorbe la L-arginina. Se agitan vigorosamente y se
centrifugan a 3000 G durante 5 minutos. Se recogen 800 ul de sobrenadante,
donde estard la citrulina que se ha formado por la accion de la NOS presente en la
muestra, y se adicionan 4 ml de liquido de centelleo Optiphase “HiSafe” 2
(Wallac, Turku, Finlandia). Tras agitar se procede a la medicion de la
radioactividad en un contador de centelleo liquido Beckman modelo LS6000 del
Laboratorio de Andlisis Radiactivo del Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada. La actividad NOS se expresa como pmoles de L-

citrulina/pg proteina/30 min.

111.6.3.6. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina.

La determinacidn de esta actividad enzimatica en el colon de rata se llevo
a cabo por el método de Bessey et al. (1946). Este método se fundamenta en que
la fosfatasa alcalina presente en la muestra cataliza la hidrdlisis del grupo fosfato
de un reactivo coloreado, el p-nitrofenilfosfato sddico, generando p-nitrofenol,

molécula que presenta un maximo de absorcion a 405 nm.
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Para realizar el ensayo, tras descongelar el trozo de colon se pica con
tijeras durante 15 segundos aproximadamente sobre una placa Petri con hielo, y
posteriormente se homogeneizan en solucion salina de CINa isotonica en
proporcion 1:20 (p/v). El homogenado se centrifuga a 15000 G durante 30 minutos
a 4°C, tras lo cual se recoge el sobrenadante donde se mide el contenido en

proteinas por el método de Bradford (1976) y la actividad fosfatasa alcalina.

Para la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina, 50 pl de muestra o
de tampon de homogeneizacion se incuban a 37°C durante 30 minutos con 500 pl
de una solucidon que contiene p-nitrofenilfosfato sédico (5,5 mM) en tampon
glicina (50 mM, pH=10,5) que incorpora MgCl, (0,5 mM). Transcurrido el tiempo
de incubaciéon, se adicionan 10 ml de una solucion de NaOH (1 M),
determinandose la absorbancia de la solucion resultante a 405 nm. La actividad
enzimatica se calcula por interpolacion en una curva patrén realizada con p-
nitrofenol. Los resultados se expresan como mU/mg de proteina (unidades

internacionales).

I11.6.3.7. Determinacion de la expresion iNOS.

La determinacion de la expresion de iNOS se realizd mediante Western
blot. Para ello, los fragmentos colonicos fueron descongelados, picados y
homogeneizados en proporcion 1:3 (p/v) durante 1 min en tampon RIPA (SDS al
0,1%, desoxicolato sodico al 0,1% y Triton X-100 al 1% en tampon fosfato
salino) conteniendo inhibidores de proteasas (aprotinina, 1,10-fenantrolina,

iodoacetamida, fluoruro de fenilmetilsulfonilo). Seguidamente, los homogenados

71



fueron centrifugados a 10000 G durante 10 minutos. Tras determinar el contenido
en proteinas (Smith et al. 1985), los sobrenadantes fueron hervidos durante 4
minutos en tampoén Laemli y sometidos a SDS-PAGE al 7%, transferidos a una
membrana de nitrocelulosa durante una noche, y expuestos al correspondiente
anticuerpo frente a iNOS (Transduction Laboratories, = Becton Sickinson
Biosciences, Madrid, Espafia). Las bandas resultantes fueron detectadas por

quimioluminiscencia (NEM Life Science Products, Zaventem, Bélgica).

I11.6.3.8. Estudio histologico

Para la realizacion de los correspondientes estudios histologicos, se obtuvieron las
muestras de colon (0,5 cm de longitud) a una distancia de 2-3 cm del recto, antes
de obtener las distintas tiras longitudinales utilizadas en las correspondientes
determinaciones bioquimicas. Se fijaron en una soluciéon tamponada de
formaldehido (al 4% en tampon fosfato, pH 7,2) durante tres dias. Luego se
deshidrataron con alcohol a concentraciones crecientes hasta alcohol absoluto y se
incluyeron en parafina. Con ayuda de un microtomo se realizaron cortes de 3-5
um de grosor que fueron posteriormente tefiidos con hematoxilina-eosina para su

evaluacion histoldégica mediante microscopia optica.

Los cortes histoldgicos se evaluaron segun el criterio establecido por

Stucchi et al. (2000) (Tabla 2).

72



Tabla 2. Escala de valoracion del dano histolégico en el modelo de colitis
experimental inducida con sulfato de dextrano sédico

Epitelio de la mucosa
Ulceracion: ninguna (0); leve (1); moderada (2); intensa transmural (3)
Criptas

Actividad mitotica en: tercio inferior (0); tercio medio leve (1); tercio medio
moderada (2); tercio superior (3).

Infiltrado leucocitario (neutrofilos)

Deplecion de moco
Lamina propria

Infiltrado plasmocitico

Infiltrado leucocitario (neutrofilos)

Vascularizacién
Deposicion de fibrina: ninguna (0); mucosa (1); submucosa (2); transmural (3)
Submucosa

Infiltrado leucocitario (neutrofilos)

Edema

Escala de valoracion: 0, ninguno; 1, leve; 2, moderado; 3, severo.

Puntuacién maxima:30

IV. ESTUDIO ESTADISTICO

Todos los resultados estan expresados como la media aritmética + error
estandar de la media, excepto los datos no paramétricos (indice de dafio
macroscopico y microscopico, valoracion de las caracteristicas de las heces), que

se expresan como mediana (rango). La significancia estadistica de las diferencias
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entre las medias se determind realizando un andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Los datos no paramétricos se evaluaron mediante el test de Mann-
Whitney. Las diferencias entre porcentajes se analizaron con el test de y*. El
umbral de significacion se establecid en p<0,05. El programa estadistico utilizado

fue SIGMA STAT.
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RESULTADOS

I. CONSTATACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DE
EUPHORBIA HIRTA Y AISLAMIENTO DE UN COMPONENTE
ACTIVO

El cocimiento liofilizado de la sumidad de Euphorbia hirta se caracterizd
por una baja toxicidad cuando se administrd por via oral, tal y como revelaron los
correspondientes ensayos realizados en ratones. En este sentido, no se pudo
calcular el valor de la DLsg por via oral puesto que ninguna de las dosis ensayadas
(hasta 15 g/kg) generaron la muerte animal alguno. En funcién del buen perfil de
seguridad manifestado por el extracto ensayado, se seleccionaron las dosis de 350
y 700 mg/kg de cocimiento liofilizado para realizar los correspondientes ensayos

farmacodinamicos para constatar la actividad antidiarreica de la droga.

I.1. ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DEL COCIMIENTO LIOFILIZADO
DE EUPHORBIA HIRTA.

Los resultados obtenidos en los distintos modelos de diarrea experimental
utilizados demuestran que las dos dosis del cocimiento de Euphorbia hirta
ensayadas (350 y 700 mg/kg) mostraron actividad antidiarreica frente a aceite de
ricino, acido araquidonico y PGE,, careciendo de efecto significativo cuando la

diarrea fue inducida con el sulfato magnésico (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad antidiarreica del cocimiento liofilizado de Euphorbia hirta, a dosis de

350 y 700 mg/kg, frente a distintos modelos de diarrea experimental en ratones.

Numero de
heces diarreicas

Agente inductor de  Dosis cocimiento Tiempo Numero de heces
la diarrea liofilizado excrecion (min) totales

Sulfato Magnésico - 100+ 11 21,5+£3,3 13,3+£2,8
350 mg/kg 150 £25 30,6 £ 1,8 233+32
700 mg/kg 133 £22 30,3+4,5 232+54
Aceite de ricino - 47+ 6 17,2+1,0 14,0 £0,9
350 mg/kg 78 + 8%* 11,4 £2,1%* 7,6 £ 0,9%*
700 mg/kg 134 £ 17%* 11,2 £0,9%* 6,7 £ 1,8%*
Acido araquidénico -- 40+ 4 5,6+0,7 3,6+0,6
350 mg/kg -- 4,6+04 0,0 £ 0,0**
700 mg/kg -- 3,0+0,7 0,0 £0,0%*
PGE, -- 3+£0,5 149+ 1,0 12,0 £ 0,8
350 mg/kg 9 4+ 2% 15,6 £1,0 9,6 £ 0,9%*
700 mg/kg 11+ 3%* 13,2+£0,4 9,6 £ 0,9%*

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media (n=10). * P<0,05; **

P<0,01 frente al grupo control sin tratamiento con el cocimiento.
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El aceite de ricino comenzé a manifestar su efecto diarreico en la primera
hora tras su administracion a los ratones, evidenciado con la visualizacion de
heces de baja consistencia con elevado contenido de agua, que dejaban un ‘halo’
en el papel de filtro alrededor de las heces excretadas por los animales. Cuando el
cocimiento de Euphorbia hirta se administré 60 minutos antes de administrar el
agente diarreico, el tiempo transcurrido hasta la excrecion de las primeras heces
diarreicas se increment6 significativamente con las dos dosis estudiadas en
comparacion con el grupo control sin tratamiento. Analogamente, el cocimiento
de la droga fue capaz de reducir de forma significativa tanto el numero de heces
totales, como el numero de heces de consistencia diarreica excretadas en las
siguientes cuatro horas tras la administracion del aceite de ricino. En este sentido,
el porcentaje de heces diarreicas descendid de 81,4% en el grupo control, a 59,8%
y 643% a las dosis de 350 y 700 mgkg de cocimiento liofilizado,
respectivamente (P<0,01 frente al grupo control a ambas dosis). Transcurridas
cuatro horas de la administracion de este agente diarreico no hubo excrecion de

heces diarreicas en ninguno de los grupos experimentales.

El 4cido araquidoénico ejercio su efecto diarreico durante las dos horas
siguientes a su administracion intraperitoneal, tal y como se puso de manifiesto en
los animales del grupo control. Sin embargo, los ratones que recibieron el
tratamiento previo con el cocimiento no excretaron heces de consistencia diarreica

durante las siguientes cuatro horas tras la administracion del acido araquidénico.

Cuando la PGE,; fue utilizada como agente inductor del proceso diarreico,
en el grupo control la excrecion de las primeras heces diarreicas tuvo lugar en los

primeros cinco minutos tras su administracion intraperitoneal, efecto que persistio
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solo durante la primera hora. La administracion oral del cocimiento de Euphorbia
hirta prolong6 significativamente el tiempo de aparicion de las primeras heces
diarreicas a las dos dosis estudiadas (P<0,01 frente al grupo control). Aunque el
tratamiento no ejercid efecto alguno sobre el niimero total de heces excretadas en
el periodo de tiempo de observacion de los animales, si que redujo el nimero de
heces de consistencia diarreica, disminuyendo su porcentaje desde el 80,5% en el
grupo control, a 61,5% y 56,6% a las dosis de 350 y 700 mg/kg de cocimiento

liofilizado, respectivamente (P<0,01 frente al grupo control a ambas dosis).

I.2. EFECTO DEL COCIMIENTO LIOFILIZADO DE EUPHORBIA
HIRTA SOBRE EL TRANSITO INTESTINAL.

Los resultados obtenidos con el cocimiento de Euphorbia hirta en los
ensayos de transito intestinal total revelaron que éste no se vio afectado por las
dos dosis ensayadas, ya que las medias en el tiempo transcurrido entre la
administracion del marcador (rojo fenol) y la aparicion de las primeras heces
coloreadas no presentd diferencias significativas en ninguno de los grupos
experimentales: 472 + 19 min para el grupo control frente a 395 £ 45 min y 509 +
34 para las dosis de 350 y 700 mg/kg de cocimiento liofilizado, respectivamente

(P>0,5 frente al grupo control) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del cocimiento liofilizado de Euphorbia hirta, a dosis de
350 y 700 mg/kg, frente al transito intestinal total en ratones. Los datos estan

expresados como la media + error estandar de la media (n=10).

De forma similar al transito intestinal total, la administracion oral del
cocimiento no modificd de forma significativa el porcentaje de intestino delgado
recorrido por el carbon activo en condiciones normales (58,0 £ 3,3 % y 61,7 £ 7.9
% a las dosis de 350 y 700 mg/kg, respectivamente) en comparacion con el grupo
control (57,9 £ 4,5 %; P<0,5) (Figura 3). Cuando las ratas del grupo control
recibieron aceite de ricino con el objetivo de estimular el transito en el intestino

delgado, la suspension marcadora recorri6 el 78,3 = 1,6 % de la longitud total del
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intestino delgado (P<0,01 frente al grupo control en condiciones normales). En
estas circunstancias, las dos dosis de cocimiento de Euphorbia hirta redujeron de
forma significativa la distancia recorrida por la suspension marcadora en
comparacion con el correspondiente grupo control, siendo del 70,8 + 3,1 % para la
dosis de 350 mg/kg (P<0,05 frente al control) y del 67,0 + 0,8 para la dosis de 700
mg/kg (p<0,01 frente al control) (Figura 6).

100 P<0.01

W normal
m estimulado

% Intestino delgado

control 350 mg/kg. 700 mg/kg.

Figura 6. Efecto del cocimiento liofilizado de Euphorbia hirta, a dosis de
350 y 700 mg/kg., frente al transito intestinal en el intestino delgado en ratas,
tanto en condiciones normales como estimulado tras la administracion oral
de aceite de ricino. Los datos estan expresados como la media + error
estandar de la media (n=10). * P<0,05; ** P<0,01 frente al grupo control sin

tratamiento con el cocimiento.
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I.3. FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE LA EUPHORBIA HIRTA:
AISLAMIENTO DE UN COMPUESTO CON ACTIVIDAD
ANTIDIARREICA.

El fraccionamiento guiado de la sumidad de Euphorbia hirta se realizd
con el objeto de identificar y aislar un principio responsable de su actividad
antidiarreica. Para ello se siguid el procedimiento previamente utilizado por
Yoshida et al. (1988) para esta misma droga. El ensayo utilizado para determinar
la actividad de los extractos o fracciones obtenidas fue el de la diarrea
experimental inducida en ratones con aceite de ricino. La seleccion de la dosis de
cada extracto o fraccion se realizé en funcion del rendimiento respecto a la droga
total de partida, considerando como la dosis de droga activa la de 1 g por kg de
peso del animal. En la Tabla 4 se indica el efecto que presentaron los distintos
extractos y fracciones sobre el tiempo transcurrido entre la administracion del
aceite de ricino y la aparicion de las primeras heces diarreicas. Como resultado de
este fraccionamiento se consigui6 aislar e identificar, en funcion de los datos
cromatograficos y espectrofotométricos, un flavonoide, la quercitrina, heterésido
de la quercetina (3-ramnosil quercetina) como uno de los principios responsables

de la actividad antidiarreica de la droga objeto de estudio.
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Tabla 4. Efecto de los distintos extractos y fracciones obtenidos tras el
fraccionamiento quimico de la sumidda de Euphorbia hirta sobre el tiempo de

excrecion de las primeras heces diarreicas en el test del aceite de ricino.

EXTRACTO o FRACCION TIEMPO (min)
GRUPO CONTROL 51+9
EXTRACTO ACUOSO 90 + 5%
EXTRACTO ETER ETILICO 60 + 7
EXTRACTO ACETATO ETILO 120 + 12%
EXTRACTO BUTANOL 65+7
FRACCION I 55+8
FRACCION II 46 +7
FRACCION III 50+4
FRACCION 1V 62+ 10
FRACCION V 45+5
FRACCION VI 132+ 15%
FRACCION VII 63+9

Los datos estan expresados como la media *+ error estandar de la

media (n=10). * P<0,05 frente al grupo control.
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I1. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION RESPONSABLE
DE LA ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DE LA QUERCITRINA

II.1. ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DE LA QUERCITRINA

La quercitrina, a partir de la dosis de 25 mg/kg, incrementd
significativamente, y de forma dosis dependiente, el tiempo transcurrido entre la
administracion del aceite de ricino a los ratones y la excrecion de las primeras
heces con elevado contenido acuoso (r=0,97) (Tabla 5). Igualmente, el tratamiento
con el flavonoide produjo una disminucion del numero de heces totales excretadas
durante las cuatro horas siguientes a la administracion del agente diarreico, asi
como una reduccion del porcentaje de heces diarreicas, de un 72,8% en el grupo
control a 58,6%, 56,6% y 58% en los grupos de animales que recibieron las dosis

de 25, 50 y 100 mg/kg, respectivamente.
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Tabla 5. Actividad antidiarreica de la quercitrina (12,5, 25, 50 y 100 mg/kg) frente a la

diarrea experimental en ratones inducida con aceite de ricino.

Quercitrina Tiempo excrecion  Numero de heces  Numero de heces
(mg/kg) (min) totales diarreicas
0 53,5+ 10,6 18,4 £0,7 13,4+ 1,0
12,5 79,5+ 11,5 16,2+ 1,1 12,2+0,8
25 97,5+ 16,5% 15,2 £ 1,6** 9,5+ 1,0**
50 115,0 £ 11,4%** 15,0 £ 0,5** 8,5+ 1,5%*
100 136,2 £21,1%* 12,4 £ 0,5%* 7,2 £0,6%*

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media (n=10). *

P<0,05; ** P<0,01 frente al grupo control sin tratamiento con el cocimiento.

Ademas la quercitrina fue ensayada, a la dosis de 50 mg/kg, en otros dos

modelos de diarrea experimental utilizados previamente para constatar la

actividad antidiarreica de la droga: sulfato magnésico y PGE, Los resultados

obtenidos en estos ensayos demuestran que la quercitrina manifiesta actividad

antidiarreica cuando la diarrea era inducida a los ratones con la PGE,, al

84



incrementar de forma significativa el tiempo que transcurre para que los ratones
excreten las primeras heces diarreicas, pero no cuando se utilizd el agente

osmotico sulfato magnésico como inductor de la diarrea (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad antidiarreica de la quercitrina (50 mg/kg) frente a la diarrea

experimental en ratones inducida con sulfato magnésico (2 g/kg p.o.) o con PGE, (1

mg/kg i.p.)

Agente diarreico  Tiempo excrecion  Numero de heces Nimero de heces

(min) totales diarreicas
Sulfato magnésico
Control 144 £9 2443 17+2
Quercitrina 114 + 30 24+2 17,5+ 1,5
PGE,
Control 7+1 145+ 1,5 12+1,5
Quercitrina 12 + 2% 12+2 9+t1

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media (n=10). * P<0,05

frente al grupo control.

85



IL2. EFECTO DE LA QUERCITRINA SOBRE EL TRANSITO
INTESTINAL EN INTESTINO DELGADO.

La quercitrina, administrada por via oral a dosis de 25 y 50 mg/kg, no
modifico significativamente el transito intestinal normal en el intestino delgado,
ya que el porcentaje de la distancia recorrida por el carbon activo respecto de la
longitud total del segmento intestinal, fue similar en los animales tratados con el
flavonoide, a las dosis de 25 y 50 mg/kg, frente al valor obtenido en el grupo

control (P>0,1; Figura 7).

Sin embargo, la quercitrina, a las mismas dosis, redujo significativamente
la distancia recorrida por la suspension marcadora cuando el transito del intestino
delgado fue estimulado mediante la administracion oral de aceite de ricino. El
porcentaje de intestino delgado recorrido por el marcador en el grupo control fue
de 71,8 £ 1,9 %, reduciéndose a 52,3 £ 3,5 % y a 53,1 £ 3,2 % en los grupos de
animales tratados con el flavonoide a dosis de 25 y 50 mg/kg, respectivamente

(P<0,01; Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la quercitrina, a dosis de 25 y 50 mg/kg., frente al
transito intestinal en el intestino delgado en ratas, tanto en condiciones
normales como estimulado tras la administracion oral de aceite de ricino.
Los datos estan expresados como la media + error estindar de la media

(n=10). * P<0,05; ** P<0,01 frente al grupo control sin tratamiento.

Se realizaron ensayos adicionales con la quercetina, la genina del
flavonoide aislado de Euphorbia hirta, en este mismo ensayo de transito intestinal
en intestino delgado. Los resultados obtenidos revelaron que la administracion

oral de la genina, a las dosis de 25 y 50 mg/kg, no afectdé de forma significativa el
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transito intestinal, tanto en condiciones normales (58,9 = 1,1 % y 62,0 £ 3,8 %,
respectivamente; P>0,1 frente al correspondiente grupo control), o cuando éste fue
estimulado con el aceite de ricino (75,5 £ 3,8 % y 75,8 £ 2,9 %, respectivamente;

P>0,1 frente al correspondiente grupo control) (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la quercetina, a dosis de 25 y 50 mg/kg, frente al
transito intestinal en el intestino delgado en ratas, tanto en condiciones
normales como estimulado tras la administracion oral de aceite de ricino.
Los datos estan expresados como la media * error estandar de la media

(n=10).
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II.3. EFECTO DE LA QUERCITRINA SOBRE EL TRANSPORTE
HIDROELECTROLITICO COLONICO.

Los resultados obtenidos al ensayar la quercitrina en la técnica del colon
ligado de rata revelaron que su administracion intraluminal, a las concentraciones
de 10, 100 y 1.000 uM en la solucion Tyrode utilizada para llenar el segmento
colénico, no afecta de forma significativa el transporte de fluidos ni en
condiciones, basales ni cuando éste es alterado por la administracion de PGE; o

picosulfato sédico (Figura 9).

Cuando la quercetina fue administrada intraluminalmente a las
concentraciones de 10 y 100 pM se comprobd que la genina fue capaz de
incrementar la absorcion de fluido por parte del segmento intestinal cuando este
proceso era alterado por la presencia en el lumen colonico de los agentes
secretagogos PGE;, o picosulfato sodico, aunque no mostré efecto alguno en

condiciones basales (Figura 10).
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Figura 9. Efecto de la quercitrina (QR), a concentraciones de 10, 100 y 1000 uM, en
el colon ligado de rata, tanto en condiciones normales como alterado tras la
administracion intraluminal de PGE, (0,12 mM) o de picosulfato soédico (0,45 mM).

Los datos estan expresados como la media =+ error estindar de la media (n=8).
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Figura 10. Efecto de la quercetina (Q), a concentraciones de 10 y 100 uM, en el
colon ligado de rata, tanto en condiciones normales como alterado tras la
administracion intraluminal de PGE, (0,12 mM) o de picosulfato sodico (0,45
mM). Los datos estdn expresados como la media £ error estandar de la media

(n=8). * P<0,05; ** P<0,01 frente al grupo control.

90



En aquellos experimentos en los que el interior del colon no fue
previamente lavado con solucion Tyrode, la absorcion basal de fluido se torno en
secrecion neta cuando se administraba intracolonicamente picosulfato soédico. En
estas situaciones, la quercitrina, a la concentracion de 100 uM increment6 de
forma significativa la absorcion neta de fluido cuando éste era inhibido por la
accion del picosulfato sodico administrado intraluminalmente, sin mostrar
diferencias significativas con la absorcion observada en condiciones basales

(Figura 11).

2 - ++
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basal Picosulfato sédico QR (100 pM)

Figura 11. Efecto de la quercitrina (QR), a la concentracion de 100 uM, en
el colon ligado de rata sin lavado previo de la preparacion, tras la
administracion intraluminal de picosulfato sédico (0,45 mM). Los datos
estan expresados como la media + error estindar de la media (n=8). ™
P<0,01 frente a basal; ** P<0,01 frente al grupo que recibié picosulfato

sodico unicamente.
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III. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA INTESTINAL DE LA
QUERCITRINA

III.1. MODELO DE COLITIS EXPERIMENTAL MEDIANTE LA
ADMINSTRACION DE SULFATO DE DEXTRANO SODICO

II1.1.1. Caracterizacion del modelo

La incorporacion del sulfato de dextrano soédico (DSS) a las ratas en el
agua de bebida (al 5%) durante siete dias indujo un proceso inflamatorio intestinal
de caracteristicas similares a las descritas previamente por otros autores (Stucchi
et al. 2000; Kullmann et al. 2001). En este sentido, la mitad de los animales
presentaron un ablandamiento en la consistencia de las heces al dia siguiente del
comienzo de la administracion del sulfato de dextrano, desarrollando signos
evidentes de diarrea la mayoria de los animales (90-100%) transcurridos cuatro o
cinco dias. A partir del sexto dia, la presencia de sangre en la zona perianal fue
evidente el 70% de los animales coliticos del grupo control. El proceso
inflamatorio se manifesté también por una pérdida progresiva de peso en todos los
animales (Figura 12), asociada con anorexia, y que fue evidente desde el siguiente
dia del inicio del ensayo, y que progresivamente se fue agravando en el curso del
experimento (datos no mostrados). De acuerdo con estas caracteristicas del
proceso inflamatorio, y como se expuso en la Tabla 1 (ver Material y Métodos,
pag. 49), a cada animal se le asigné un valor de Indice de Actividad de la
Enfermedad (IAE), valor que se vio incrementado de forma progresiva en los

animales coliticos del grupo control durante el tiempo que dur6 el ensayo (Figura
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13). No obstante, no se observaron diferencias en el consumo de agua entre los

distintos grupos de animales durante todo el tiempo que duré el experimento.

% incremento peso

20.0
10.0
0.0

M —e—blanco
—m— control

-10.0
-20.0 -

b4l T T T T T T 1

ﬁ:% —a— QR (1mg/kg)

12 3 45 6 7 8

dias

Figura 12. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la

evolucion del peso corporal en el modelo de colitis experimental inducida

con sulfato de dextrano soédico. Los dos grupos de animales coliticos

presentaron diferencias significativas frente al grupo blanco (P<0,01)

durante toda la experiencia. El grupo tratado con quercitrina presentd

diferencias significativas frente al grupo control (P<0,05) a partir del tercer

dia.
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Figura 13. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre el
Indice de Actividad de la Enfermedad (IAE) en el modelo de colitis
experimental inducida con sulfato de dextrano sdédico. ** P<0,01 frente al
grupo control. Los dos grupos de animales coliticos presentaron diferencias

significativas frente al grupo blanco (P<0,01) durante toda la experiencia.

La valoracion macroscopica de los segmentos coldnicos tras sacrificar los
animales a los siete dias del inicio de la administracion del sulfato de dextrano,
reveld la existencia de un engrosamiento en la pared intestinal, con el
consiguiente incremento en la relacion peso/longitud de aproximadamente un
60% en comparacion con el grupo de ratas sin dafio intestinal (112,1 £ 7,1 mg/cm

frente a 76,2 =+ 1,9 mg/cm; P<0,01). El dafio colonico también se caracterizd por
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la existencia una zona de hiperemia en el colon distal, que aproximadamente se

extendia entre 1 y 3 cm, conjuntamente con la existencia de tlceras lineales.

El analisis microscopico de las distintas secciones obtenidas de la muestras
de colon ratificé la presencia de un proceso de tipo inflamatorio. En este sentido,
fue notable la existencia de importantes cambios en la mucosa que incluian
ulceraciones y pérdida de la citoarquitectura normal de las criptas con necrosis y
abscesos de las criptas; las células caliciformes aparecian vacias de su contenido
mucoso. Por otra parte, se aprecid la presencia de un importante infiltrado
inflamatorio en las distintas capas intestinales, que estaba principalmente
compuesto por neutrofilos y macréfagos, aunque también estaban presentes
linfocitos y células plasmaticas. Ademas, se observo la existencia de edema en la
submucosa e hiperplasia vascular en todas las muestras del grupo control
sometido a inflamacion intestinal, mientras que en la mitad de las muestras se
detectd la existencia de deposicion de fibrina junto con la presencia de proteinas
residuales en la zona de necrosis epitelial (Figura 14). De acuerdo con los criterios
establecidos en la tabla 2 (ver Material y Métodos, en pag. 59), las ratas coliticas

del grupo control se le asigné una valoracion de dafio histologico de 19,4 + 1,4.

El dafio coldnico inducido en las ratas tras la administracion del DSS se
caracterizo igualmente por una alteracion en los distintos parametros bioquimicos
estudiados (Tabla 7). Asi, como consecuencia del proceso inflamatorio colénico
se origind6 un marcado incremento en la actividad mieloperoxidasa,
aproximadamente 30 veces superior en comparacion con los animales no coliticos
(p<0,01), asi como de la actividad fosfatasa alcalina, que se duplico al compararla

con la de los animales sanos (p<0,01). Andlogamente, el dafio intestinal se asocid
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con una deplecion coldnica de glutation, cuyo contenido se redujo en un 38 % en
comparacion con el grupo sin inflamacién intestinal, conjuntamente con una
elevacion de aproximadamente 2 veces en la produccion colonica de LTB4. Por
ultimo, la administracion del DSS a las ratas origin6 un incremento en 4,6 veces
de la actividad 6xido nitrico sintasa, proceso que se acompaid de un incremento
en la expresion de la enzima, tal y como revelan los analisis por Western blot

realizados en los correspondientes segmentos intestinales (ver Figura 19).

Tabla 7. Efecto del proceso inflamatorio intestinal inducido con el sulfato de dextrano
sodico (DSS) sobre los distintos parametros bioquimicos: actividad mieloperoxidasa
(MPO), fosfatasa alcalina (FA), contenido de glutation (GSH), actividad oxido nitrico
sintasa (NOS) y produccion de LTB,.

Grupo MPO FA GSH NOS LTB,
(U/g tejido)  (mU/mg (nmol/g  (pmol citr.  (ng/g tejido)
proteina) tejido) /mg proteina)
Blanco 5,6£0,3 6,7+0,3 1665 + 47 443 +4)5 24+0,3

Control 158,84+22,07" 151+1,67" 1028+66" 2053+98" 55+04"

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media (n=8). ~ P<0,01

frente al grupo blanco.
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I11.1.2. Efecto antiinflamatorio intestinal de la quercitrina

El tratamiento con el flavonoide quercitrina, a la dosis de 1 mg/kg, redujo
de forma significativa el proceso inflamatorio intestinal inducido por DSS. Este
efecto antiinflamatorio intestinal se manifest6 en el transcurso del experimento, ya
que los animales tratados fueron asignados con menores valores de IAE (Figura
13), que fueron significativos desde el tercer dia de iniciada la experiencia. Una
vez que se sacrificaron los animales, la evaluacion macroscopica de los segmentos
colénicos mostraron que el tratamiento con quercitrina redujo de forma
significativa la relacion peso/longitud coldnica en comparacioén con los animales
que no recibieron el flavonoide (84,9 = 7,1 frente a 112,1 + 7,1 P<0,05), llegando
incluso a normalizarla en comparacion con los valores correspondientes a los

animales no coliticos (76,2 £ 1,9; P>0,1).

El andlisis histologico de las muestras confirm6 el efecto beneficioso
ejercido por el flavonoide en este modelo de inflamacidon experimental (Figura
14). En este sentido, la mayoria de las muestras procedentes de animales tratados
con la quercitrina (cinco de ocho) mostraron una reduccion del grado de
ulceracion de la mucosa, afectando Unicamente al 25% de la superficie de la
misma, sin la existencia de deposiciéon de fibrina en las areas necrosadas del
colon. Las criptas mostraron una estructura casi normal, con las células
caliciformes repletas de moco, en contraposicion a lo que sucedia con los
animales coliticos del grupo control. Aunque la infiltracion de neutrofilos fue
evidente en la lamina propria, ésta fue de caracter leve o moderado en la mayoria
de las secciones analizadas. No obstante, es de destacar la practica ausencia de

macrofagos y células plasmaticas en lamina propria y submucosa. En
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consecuencia, el tratamiento con quercitrina en los animales coliticos redujo el
valor del dafo microscopico aproximadamente en un 35 % en comparacidon con

las ratas coliticas sin tratamiento (12,6 + 2,5 frente a 19,4 £ 1,4; P<0,05).

Figura 14. Cortes histologicos representativos de colon de animales sometidos a
inflamacion experimental con DSS tefiidos con hematoxilina-eosina. (A) Grupo
Blanco (x40); (B) Grupo Control (x40); (C) Grupo tratado con quercitrina (1
mg/kg) (x40).
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El efecto antiinflamatorio intestinal manifestado por la quercitrina se
tradujo en una mejora significativa en la mayoria de los pardmetros bioquimicos
analizados en el tejido colonico. En este sentido, el tratamiento redujo
significativamente las actividades MPO y fosfatasa alcalina en un 54 % y 57 %,
respectivamente, cuando se compara con las obtenidas en el grupo colitico control
(Figuras 15 y 16). La reduccion en la actividad MPO confirma la reduccion en la
infiltracion de neutrofilos en la mucosa coldnica evidenciada microscopicamente

dado que la MPO es considerado como un marcador bioquimico de la infiltraciéon

de neutrofilos (Krawisz et al., 1984).
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Figura 15. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la
actividad mieloperoxidasa colonica (MPO) en el modelo de colitis
experimental inducida con sulfato de dextrano sodico. Los datos estan
expresados como la media * error estindar de la media (n=8). ** P<0,01

frente al grupo blanco; ** P<0,01 frente al grupo control.
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Figura 16. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la
actividad fosfatasa alcalina colonica (FA) en el modelo de colitis
experimental inducida con sulfato de dextrano sodico. Los datos estan
expresados como la media * error estindar de la media (n=8). " P<0,01

frente al grupo blanco; ** P<0,01 frente al grupo control.

Ademas, la administracion de quercitrina a las ratas sometidas a
inflamacién coldnica contrarrestd la deplecion de glutation (Figura 17),
preservando al tejido coldnico del dafio oxidativo que caracteriza al proceso
inflamatorio intestinal. Por ultimo, la actividad 6xido nitrico sintasa (NOS) se
redujo en un 45% en los animales tratados en comparacion con el grupo control

sin tratamiento (Figura 18), efecto que se acompafi6 de una reduccion en la
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expresion de la enzima o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Figura 19), tal y
como se revela tras la realizacion de los correspondiente estudios mediante
Western blot. Sin embargo, el tratamiento con el flavonoide no modificé de forma
significativa la produccion colonica de LTBy, la cual se encuentra incrementada

en el tejido inflamado (Figura 20).
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Figura 17. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre el
contenido de glutation colonico (GSH) en el modelo de colitis experimental
inducida con sulfato de dextrano sodico. Los datos estan expresados como la
media * error estdndar de la media (n=8). ™ P<0,01 frente al grupo blanco; **

P<0,01 frente al grupo control.
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Figura 18. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la actividad 6xido
nitrico sintasa (NOS) colonica en el modelo de colitis experimental inducida con sulfato
de dextrano sédico. Los datos estan expresados como la media + error estandar de la

media (n=8). " P<0,01 frente al grupo blanco; * P<0,05 frente al grupo control.
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Figura 19. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la
expresion de iNOS en tejido colonico en el modelo de colitis experimental

inducida con sulfato de dextrano sddico (Western blot)
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Figura 20. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la
produccion colénica de LTB, en el modelo de colitis experimental inducida
con sulfato de dextrano sodico. Los datos estan expresados como la media

error estandar de la media (n=8). " P<0,01 frente al grupo blanco.
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III.2. MODELO DE COLITIS EXPERIMENTAL MEDIANTE LA
ADMINISTRACION DE OXAZOLONA

II1.2.1. Caracterizacion del modelo

La administracion tépica de oxazolona a las ratas durante dos dias
consecutivos, con el objeto de inducir una sensibilizacién en los animales, no
generd cambio alguno en los pardmetros de seguimiento utilizados, es decir,
consumo de comida (datos no mostrados) y peso corporal (Figura 21). De igual
forma, durante los tres dias siguientes a la administracion intracoldnica de la
oxazolona no se observaron modificaciones en el estado general de los animales,
al no modificarse de forma significativa ni el consumo de comida ni la evolucion
en el peso corporal, en comparacion con los animales a los que no se les
administré la oxazolona (Figura 21). Unicamente se detectd la presencia de
manchas en la zona perianal en uno de los ocho animales del grupo control, no
mostrando el resto signo alguno de existencia de procesos de tipo diarreico. Tras
su sacrificio, el analisis macroscopico de los segmentos colonicos del grupo
control tinicamente revelo la existencia de hiperemia leve en la practica totalidad
de las muestras del grupo control (7 de 8), sin que existiera engrosamiento
aparente del tejido coldnico. En este sentido, no se observaron modificaciones
significativas en la relacion peso/longitud en comparacion con los animales

normales que no recibieron oxazolona (70,3 + 5,7 mg/cm en el grupo blanco

frente a 61,1 £ 2,1 mg/cm en el grupo control; P>0,1).
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Figura 21. Efecto de la quercitrina (QR), a la dosis de 1 mg/kg, sobre la
evolucion del peso corporal en el modelo de colitis experimental inducida
con oxazolona en ratas previamente sensibilizados. Los dos grupos de
animales coliticos no presentaron diferencias significativas frente al grupo

blanco (P>0,1) durante toda la experiencia.

El andlisis microscopico de las muestras en el grupo de animales
sometidos a colitis experimental reveld que el epitelio de la mucosa se encontraba

preservado sin la existencia de zonas de ulceracion. Sin embargo, la
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administracion de oxazolona en animales previamente sensibilizados modifico la
citoarquitectura normal de las criptas observandose la existencia de un menor
nimero de células caliciformes con reduccion patente de su contenido mucoso.
También se observo la existencia de un infiltrado leucocitario, que afectod
principalmente a la lamina propria, si bien éste fue de caracter leve en todas las

muestras analizadas (Figura 22).

106



Figura 22. Cortes histologicos representativos de colon de animales sometidos a
inflamacion experimental con oxazolona tefiidos con hematoxilina-eosina. (A)
Grupo Blanco (x40); (B) Grupo Control (x40); (C) Grupo tratado con quercitrina
(1 mg/kg) (x40).
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El proceso inflamatorio intestinal generado por la oxazolona sbélo se
manifestd bioquimicamente por un incremento significativo en la actividad
mieloperoxidasa coldnica, que aumentd aproximadamente 2,5 veces en
comparacion con el grupo de ratas normal (p<0,05; Tabla 5). Sin embargo, el
resto de los parametros analizados, incluyendo la actividad fosfatasa alcalina, el
contenido en glutation, los niveles de malonildialdehido o la produccion coldnica
de LTB4 no mostraron diferencias significativas en comparacion con el grupo que

no recibid la oxazolona por via intracolonica (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto de la quercitrina (1 mg/kg) sobre los distintos parametros bioquimicos:
actividad mieloperoxidasa (MPO), fosfatasa alcalina (FA), contenido de glutation (GSH),
contenido en malonildialdehido (MDA) y produccion de LTBy, en el modelo de colitis

experimental inducido con oxazolona en animales previamente sensibilizados.

Grupo MPO FA GSH MDA LTB4
(U/g tejido) (mU/mg (nmol/g (nmol /g (ng/g
proteina) tejido) tejido) tejido)
Blanco 99+23 7,7+0,9 1795 + 77 28,3+43 1,4+0,3
Control 22,9+3,8" 89+1,9 1867+105 34,5+38 1,5+04

QR (1 mg/kg) 15,6+23 6,9+29 1769 + 87 32,5+ 1,8 1,2+0,5

Los datos estan expresados como la media + error estandar de la media (n=8). * P<0,05

frente al grupo blanco.

I11.2.2. Efecto antiinflamatorio intestinal de la quercitrina

Dado que el proceso inflamatorio intestinal generado por la oxazolona en

animales previamente sensibilizados era de caracter leve y no afectaba de forma
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significativa ni a la evolucion del peso corporal, ni al consumo de comida, ni a la
relacion peso/longitud colonica, el tratamiento oral con quercitrina a estos
animales no se tradujo en una modificacion significativa en ninguno de estos
parametros. La caracterizacion macroscopica del dafio coldnico en los animales
del grupo tratado con el flavonoide no presentd diferencias significativas con el
grupo control, de forma que la mayoria de los animales (6 de 8) mostro la
existencia de hiperemia leve, y ausencia de engrosamiento del tejido colonico, de

forma similar con el grupo colitico sin tratamiento.

No obstante, el estudio histologico de las muestras si que revel6 un efecto
beneficioso de la quercitrina frente a este modelo de colitis experimental en rata.
Asi, el tratamiento con quercitrina a las ratas sometidas a colitis con oxazolona se
tradujo en la recuperacion de la citoarquitectura colonica en la mayoria de los
animales de este grupo (5 de 8 ratas), que se manifestd por una elongacion de las
criptas, junto con un incremento en el numero de células caliciformes. Esto se
asocia con la existencia de zonas de inflamacion focal, en contraposicion con la
distribucion homogénea que presentaba en todo el segmento intestinal en las
muestras del grupo control, caracterizado por la existencia en estas zonas de un
infiltrado leucocitario de caracter leve (Figura 22). Esto ultimo se ratifico
bioquimicamente por una reduccion en la actividad mieloperoxidasa colonica en
comparacion con el grupo control, que si bien no mostré diferencias
significativas, tampoco las presentd frente al grupo blanco (Tabla 8). El resto de
los parametros bioquimicos no se modifico significativamente tras el tratamiento
con quercitrina en comparacion con el grupo colitico control sin tratamiento

(Tabla 8).
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DISCUSION

I. CONSTATACION DE LA ACTIVIDAD ANTIDIARREICA DE
EUPHORBIA HIRTA Y AISLAMIENTO DE UN COMPONENTE ACTIVO

Euphorbia hirta L. (Euphorbiaceae) es una pequefa hierba anual, utilizada
con frecuencia en la medicina tradicional de distintas partes de Africa y Asia para
el tratamiento de diferentes afecciones, entre las que se pueden citar los trastornos
gastrointestinales (diarrea, disenteria, parasitosis intestinales...), las enfermedades
respiratorias 'y bronquiales (asma, bronquitis, fiebre del heno...), y las
enfermedades oculares. Ademds de estas indicaciones, otras propiedades
terapéuticas han sido atribuidas a esta planta como accion hipotensora,
antipirética, antiinflamatoria, hipoglucemiante y sedante (Mitchel y Gerdina,
1962; Kokwaro, 1976; Ayensu, 1978; El-Naggar et al., 1978; Some et al., 1983;
Chhabra et al., 1990).

El material objeto de nuestro estudio, constituido por la sumidad de esta
especie, fue suministrado por la Organizacion Medicus Mundi del que se utilizaba
con fines terapéuticos en la region de Pama en Burkina Faso (antiguo Alto Volta).
Los médicos de la organizacion establecidos en esta zona nos informaron que la
planta era usada tradicionalmente para distintas afecciones gastrointestinales,
principalmente diarreas de etiologia desconocida, incluidas las producidas por
distintas parasitosis. Igualmente, estos médicos nos informaron que la planta era

administrada por via oral en forma de un cocimiento.
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Teniendo en cuenta las informaciones recibidas por los médicos de la
Organizacion Medicus Mundi, y en un intento de reproducir la forma de
utilizacion de la planta en el lugar de origen, se prepard un cocimiento de la droga
pulverizada de acuerdo con Farmacopea Espafiola (IX edicion) (1959) para
realizar los distintos ensayos farmacodindmicos. Una vez obtenido este extracto,
éste se liofiliz6 y almacend a 4°C hasta el momento de su utilizacion. El

rendimiento obtenido en este proceso extractivo fue del 29,8 % (p/p).

Antes de iniciar los estudios dirigidos a constatar la actividad antidiarreica
de la droga, procedimos a la realizacion de los ensayos para determinar la DLs
por via oral en ratones con un doble objetivo: en primer lugar, establecer la
posible toxicidad de la planta; y, en segundo lugar, seleccionar las dosis que
posteriormente podriamos utilizar en los correspondientes ensayos in vivo, y que
no presentaran ningin efecto toéxico. Los resultados obtenidos nos revelaron que
la droga era muy poco toxica, ya que la administracion por via oral de dosis de
hasta 15 g de droga por kg de peso a ratones no generd la muerte de ninglin
animal, ni manifestd la existencia de signos de toxicidad relevantes durante el

periodo de tiempo en el que se observaron los animales.

En funcion de la baja toxicidad manifestada, seleccionamos las dosis de
350 y 700 mg de cocimiento por kg de peso para la realizacion de los estudios
farmacodinamicos dirigidos a valorar la actividad antidiarreica de la planta. Estas
dosis del liofilizado del cocimiento equivalen, en funcién del rendimiento
obtenido con el extracto, aproximadamente 1,2 y 2,4 g de droga por kg de peso de

animal.
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Estas dosis del cocimiento liofilizado de la sumidad de Euphorbia hirta
ejercid una marcada actividad antidiarreica en ratones en tres de los modelos de
diarrea experimental utilizados en este estudio: aceite de ricino, dacido
araquiddnico y prostaglandina E,. Sin embargo, no mostr6 efecto alguno cuando

la diarrea fue inducida con el sulfato magnésico.

Por otra parte, las dosis de cocimiento liofilizado ensayadas no alteraron la
defecacion normal en ratones, ya que no modificaron de forma significativa el
tiempo transcurrido entre la administracion del marcador utilizado (rojo carmin) y
la excrecion de las primeras heces coloreadas, en comparacion con el grupo
control. Igualmente, el cocimiento no inhibi6 de forma significativa el transito
intestinal en el intestino delgado en rata. Sin embargo, ambas dosis redujeron
significativamente este transito cuando fue acelerado por la administracion de
aceite de ricino, al disminuir la distancia recorrida por el marcador (carbon activo)

en el intestino delgado de la rata.

Analizando en conjunto estos resultados sobre el transito intestinal,

podemos resaltar que el cocimiento de Euphorbia hirta:
1) no modifico el transito intestinal en condiciones normales

2) retrasd el transito en el intestino delgado cuando éste se aceler6 con

aceite de ricino

3) mostré actividad antidiarreica frente a aquellos modelos de diarrea que
estan relacionados con modificaciones activas en el transporte

hidroelectrolitico a través de la mucosa intestinal
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4) no ejercid efecto antidiarreico cuando un agente osmoéticamente activo,

el sulfato de magnesio, se utiliz6 para inducir la diarrea.

Es bien conocido el importante papel que las prostaglandinas desempefian
en la fisiopatologia del tracto gastrointestinal (Bennet y Sanger, 1982; Diener et
al., 1988). En este sentido, tanto el aceite de ricino como el acido araquidonico
incrementan la actividad peristaltica intestinal e inducen cambios en la
permeabilidad de la mucosa intestinal al agua y electrolitos, por mecanismos
relacionados con la liberacion de prostaglandinas (Luderer ef al., 1980; Capasso et
al., 1986). En consecuencia, uno de los mecanismos involucrados en la actividad
antidiarreica de Euphorbia hirta puede estar relacionado con la inhibicién en la
produccion y liberacion de prostaglandinas. No obstante, un efecto directo frente a
las acciones inducidas por estos mediadores también puede participar, dado que
presenta actividad cuando la diarrea es inducida directamente con prostaglandina

E».

Una vez constatada la actividad antidiarreica del liofilizado del cocimiento
de la sumidad de Euphorbia hirta, nos propusimos aislar un compuesto activo
responsable de esta actividad. Para ello procedimos a la realizacion de un
fraccionamiento guiado de la droga pulverizada de acuerdo con el esquema
propuesto por Yoshida et al. (1988) para esta misma planta (ver Figura 4),
ensayando los distintos extractos y fracciones obtenidos frente a la diarrea
inducida con aceite de ricino en ratones. El extracto acuoso inicial mostro
actividad antidiarreica al incrementar de forma significativa el tiempo de
aparicion de las primeras heces diarreicas, andlogamente a lo ejercido por el

liofilizado del cocimiento utilizado para constatar la actividad de la droga.
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Seguidamente se procedi6 a fraccionar este extracto sucesivamente con éter
etilico, acetato de etilo y n-butanol saturado con agua. De estos tres extractos,
unicamente el de acetato de etilo mostr6 actividad antidiarreica, por lo que fue
nuevamente fraccionado mediante cromatografia en columna. El resultado fue el
aislamiento de una fraccion, la fraccién VI, que increment6 de forma significativa
el tiempo de aparicion de las primeras heces diarreicas. Esta fraccion contenia un
unico compuesto, la 3-ramnésido quercetina o quercitrina, cuya estructura fue
determinada mediante andlisis espectrofotométrico y cromatografico, y fue
ratificada mediante comparacion directa con una muestra de este flavonoide
proporcionada por Extrasynthése. Estudios previos han demostrado la presencia
de la quercitrina en la sumidad florida de Euphorbia hirta (Blanc y de Saqui-

Sannes, 1972; Krishna y Ganapaty, 1983; Yoshida et al., 1988).

Una vez aislado este componente, nos propusimos investigar el mecanismo
de accion responsable de la actividad antidiarreica. Para ello, inicialmente
procedimos a valorar la actividad de distintas dosis del flavonoide frente a la
diarrea inducida con aceite de ricino. Los resultados obtenidos en estos ensayos
revelaron que la quercitrina mostrd efecto significativo a partir de la dosis de 25
mg/kg. La disminucion en el porcentaje de heces de consistencia diarreica fue
similar en todas las dosis activas ensayadas, pero el incremento en el tiempo de

aparicion de las primeras heces diarreicas fue dosis dependiente (r = 0,97).

Seguidamente, estudiamos el efecto que el flavonoide podia ejercer en
otros dos modelos de diarrea experimental en ratones: sulfato de magnesio y
prostaglandina E,. Pudimos comprobar que, al igual que ocurria con el liofilizado

del cocimiento de Euphorbia hirta, la quercitrina no ejercio6 efecto alguno sobre la
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diarrea inducida con el agente osmdticamente activo, el sulfato magnésico, pero si
cuando utilizamos la prostaglandina para promover la diarrea, si bien en este
ultimo modelo so6lo ejercid actividad incrementando el tiempo de aparicion de las
primeras heces diarreicas sin modificar de forma significativa ni el nimero total
de heces ni el de heces de elevada consistencia acuosa. En consecuencia, el
flavonoide presentd una actividad antidiarreica analoga a la descrita anteriormente
para la droga de la que se aislo este componente, de forma que solo es efectivo
frente a aquellos modelos en los que existe una alteracion activa del transporte
hidroelectrolitico a través de la mucosa intestinal, mediante mecanismos
relacionados con un incremento en la produccion y liberacion de mediadores
como las prostaglandinas, careciendo de efecto significativo si la diarrea era
debida a la actuaciéon de un agente osmoéticamente activo desde el lumen
intestinal, como es el caso del sulfato magnésico. Este perfil de actividad es
diferente del que caracteriza a los compuestos antidiarreicos opiaceos como la
loperamida que, al actuar como inhibidores de la motilidad intestinal son activos
en cualquier situacion, independientemente de la causa que genere el proceso
diarreico; esto condiciona igualmente las reacciones adversas que pueden generar,
como es el caso del estrefiimiento (Ruppin, 1987; Schiller et al. 1988). Estas
observaciones fueron ratificadas al estudiar el efecto que ejercia la quercitrina
sobre el transito intestinal en el intestino delgado. Asi, el flavonoide unicamente
ejercia un retraso en este transito cuando era acelerado con aceite de ricino, pero
no en condiciones normales. En consecuencia, el efecto antidiarreico manifestado
por la quercitrina puede deberse a un incremento en la absorcion de fluidos y

electrolitos a través de la mucosa intestinal, pero inicamente cuando los procesos
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fisiologicos involucrados en este transporte estan alterados por mediadores como

las prostaglandinas.

Previamente se ha comentado que las prostaglandinas contribuyen en la
funcionalidad intestinal, tanto en condiciones fisiologicas como patologicas
(Bennet y Sanger, 1982; Diener et al., 1988), y que participan tanto en el
incremento de la actividad peristaltica intestinal como en las modificaciones en el
transporte hidroelectrolitico generadas por el aceite de ricino (Luderer et al., 1980;
Capasso et al., 1986). En este sentido, se ha demostrado que los flavonoides
pueden modular el metabolismo del acido araquidonico gracias a su capacidad de
inhibir las actividades de enzimas involucradas en esta ruta metabodlica, como la
fosfolipasa A,, la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa (Ferrandiz y Alcaraz, 1991;
Lindahl y Tagesson, 1993; Laughton et al. 1991; Kim et al. 1998; You et al.
1999). De hecho, Capasso et al. (1988) demostraron el efecto inhibidor de la
quercitrina sobre la actividad lipooxigenasa. En consecuencia, estos efectos sobre
el metabolismo del 4cido araquidonico pueden justificar la actividad antidiarreica
manifestada por la quercitrina. Ademas de esta capacidad inhibitoria directa sobre
las actividades de estas enzimas, los flavonoides se caracterizan por sus
propiedades antioxidantes (Mora et al., 1990; Cos et al., 1998), que igualmente
pueden contribuir en el efecto inhibidor que los flavonoides en general, y la
quercitrina en particular, pueden ejercer sobre la producciéon de compuestos

derivados del 4cido araquiddnico (Gryglewski et al., 1987).

Con el objeto de caracterizar el efecto que la quercitrina podia ejercer
sobre el transporte hidroelectrolitico a través de la mucosa intestinal, procedimos

a valorar el efecto de este compuesto en la técnica del colon ligado de rata. Los
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resultados obtenidos revelaron que el flavonoide, a concentraciones de 10, 100 y
1000 uM, no modificaba de forma significativa el transporte de agua a través de la
mucosa coldnica ni en condiciones normales ni cuando el transporte era alterado
por la incorporacion de PGE; o de picosulfato sédico en la solucion Tyrode con la
que se llenaba el segmento colonico. La ausencia de efecto alguno por parte del
flavonoide en estos experimentos nos llevo a pensar que, al igual que ocurre con
otros heterdsidos como son las antraquinonas, fuera necesario que se produjera la
liberacion de la genina tras la hidrolisis del azlcar para que se manifestara la
actividad. En este sentido, cuando la quercetina, la genina de la quercitrina, fue
ensayada en la preparacion del colon ligado de rata en las mismas condiciones
utilizadas para la quercitrina, pudimos comprobar que fue capaz de incrementar la
absorcion colonica de agua cuando ésta era inhibida por la PGE, o de picosulfato
sodico, pero no en condiciones normales. Por otra parte, cuando la quercitrina fue
ensayada en esta misma preparacion pero sin lavar previamente el lumen colénico
de sus contenidos con solucion Tyrode, el heterdsido fue capaz de revertir el
proceso secretor inducido por el picosulfato sddico en absorcion. En este sentido,
Goldhill et al. (1989) y Beubler y Badhri (1990) han descrito que determinados
compuestos tienen que ser reducidos por los contenidos intestinales para generar
un efecto determinado en estas preparaciones intestinales, y que esto depende de
que se eliminen o no los contenidos colonicos Iuminales. Andlogos
requerimientos pueden ser necesarios en el caso de la quercitrina para que pueda
ejercer su efecto. Esta hipdtesis se puede ver apoyada por el hecho observado en
distintos estudios in vitro que ponen de manifiesto que las geninas son mas
potentes como antioxidantes que sus correspondientes heterdsidos (Mora et al.,

1990), sobre todo si consideramos que, como se ha comentado anteriormente, el
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efecto antioxidante que caracteriza a estos compuestos puede participar en la

actividad antidiarreica manifestada por la quercitrina.
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II. EFECTO ANTIINFLAMATORIO INTESTINAL DE LA
QUERCITRINA

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) incluye entre otras patologias
la colitis ulcerosa y la Enfermedad de Crohn. Se trata de trastornos del tracto
digestivo en el que se alternan periodos de exacerbacion de la enfermedad con
otros mas o menos prolongados de remision de los sintomas. Aunque su etiologia
no es conocida con exactitud, los diferentes estudios apuntan a que la enfermedad
se produce como consecuencia de una respuesta inmune intestinal anormalmente
exagerada frente a un estimulo presente en el lumen intestinal, el cual, en
condiciones normales, o bien no seria capaz de generar esta respuesta inmune o
bien seria convenientemente suprimida por los mecanismos de regulacion
responsables de este cometido (Fiocchi, 1998). Al igual que ocurre en otros
procesos inflamatorios, la EII se caracteriza por el incremento en la produccién y
liberacion de numerosos mediadores de caracter proinflamatorio, tales como los
eicosanoides, el factor activador plaquetario (PAF), metabolitos reactivos
derivados del oxigeno y del nitrégeno, los cuales afectan a la integridad de la
mucosa y generan un importante dafio tisular (Katz et al., 1999; Podolsky y
Fiocchi, 2000). Es importante tener en cuenta que la mayoria de estos mediadores
pueden inducir la biosintesis y liberacién de los otros mediadores, generando un
‘circulo vicioso’ que puede contribuir en la propagacién y perpetuacion de la

respuesta inflamatoria.

Desde un punto de vista histologico, la EII se caracteriza por alteraciones
en la disposicion de las criptas y disminucion de células caliciformes, asi como

por la infiltraciéon de linfocitos, macréfagos, eosindfilos y células plasmaticas
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(Geller, 1994). Las células T CD4+ representan la gran mayoria de las células
mononucleares activadas infiltradas en el tejido intestinal. Una gran mayoria de
las células T posee caracteristicas fenotipicas similares a los linfocitos circulantes,
por lo que proceden del reclutamiento desde la sangre hacia la mucosa intestinal,
probablemente como resultado del incremento en la expresion de moléculas de
adhesion y citoquinas en el intestino inflamado (Fiocchi, 1998). Como resultado
del estado de activacion de las células T, éstas sintetizan una gran cantidad de
citoquinas que contribuyen directa o indirectamente al desarrollo del proceso
inflamatorio intestinal. Se ha demostrado que en la mucosa de pacientes con EC
existe un predominio de células CD4+ con fenotipo Thl, que se caracterizan por
la produccion de interferon-y (IFN-y) e IL-2. En contraste, en la mucosa de
pacientes con CU predominan las células CD4+ con fenotipo Th2, caracterizadas

por la produccion de TGFB y de IL-5 (Fuss ef al., 1996).

En funcion de todo lo anteriormente expuesto, en la actualidad no existe
un tratamiento especifico que actue sobre la causa responsable de la EII, por lo
que la mejor estrategia para contrarrestar la respuesta inmune exacerbada que
caracteriza a esta patologia es interferir con el mayor nlimero posible de etapas de
la cascada inflamatoria, preferiblemente con un Unico tratamiento farmacoldgico
(Kho et al. 2001). De hecho, distintos farmacos utilizados actualmente en el
control de la EII, como los derivados del 4cido S5-aminosalicilico y los
glucocorticoides, sistémicos o de accidon local, ejercen sus efectos beneficiosos
mediante la combinacion de distintos mecanismos (Travis y Jewel, 1994; Bratts y
Linden, 1996). Desgraciadamente, estos farmacos no estdn exentos de reacciones
adversas, algunas de ellas graves, que limitan en mayor o menor medida su uso

(Enns y Sutherland, 1998; Stein y Hanauer, 2000). En consecuencia, el desarrollo
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de nuevos tratamientos farmacoldgicos que combinen eficacia y seguridad es un

objetivo importante en la terapia de la EII.

Este puede ser el caso de los flavonoides, productos naturales que como se
ha venido comentado a lo largo de esta Tesis Doctoral estan dotados de distintas
actividades biologicas, principalmente relacionadas con su capacidad de inhibir
actividades enzimaticas o con sus propiedades antioxidantes, habiéndose también
descrito que son capaces de modular la respuesta inmune (Middleton et al. 2000).
Estas actividades podrian justificar el que los flavonoides puedan ser considerados
como farmacos potencialmente aplicables en el tratamiento farmacologico de la
EIL. De hecho, estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han
demostrado la eficacia de distintos flavonoides, como la quercitrina, la rutina, la
diosmina, la hesperidina y la morina, en el modelo de colitis experimental en ratas
del 4cido trinitrobencenosulfonico (TNBS) (Sanchez de Medina et al, 1996; Cruz
et al, 1998; Crespo et al, 1999; Galvez et al, 2001). Aunque el mecanismo de
accion de los flavonoides para ejercer el efecto antiinflamatorio intestinal no es
conocido con exactitud, una caracteristica comun en todos los casos estudiados es
su capacidad de mejorar el estado oxidativo colénico que caracteriza al proceso
inflamatorio intestinal, probablemente relacionada con sus bien conocidas
propiedades antioxidantes y captadoras de radicales libres atribuidas a estos
compuestos. No obstante, mecanismos adicionales contribuyan probablemente en
sus efectos beneficiosos. En este sentido, se ha podido comprobar que la morina
disminuye la produccion de mediadores involucrados en la respuesta inmune,
tales como citoquinas (IL-1B) y el o6xido nitrico (NO) (Galvez et al, 2001).
Recientemente, se ha descrito que lo efectos de la quercitrina en la colitis cronica

experimental inducida con TNBS puede resultar de una inhibicién en los procesos
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iniciales de la cascada inflamatoria, que se asocia con una mejora en las
alteraciones del transporte hidroelectrolitico a través de la mucosa coldnica
(Sanchez de Medina et al. 2002). El objetivo de esta segunda parte de la Tesis fue
estudiar con mayor profundidad los mecanismos responsables del efecto
antiinflamatorio intestinal de la quercitrina en dos modelos diferentes de colitis
experimental en ratas: el modelo del sulfato de dextrano sodico (DSS) y el modelo
de la oxazolona, modelos que se ha propuesto que presentan una similitud a lo que
ocurre en la colitis ulcerosa en humanos (Gaudio et al.,1999; Kullmann et al.,

2001; Boirivant et al., 1998).

Nuestro grupo de investigacion ya ha estudiado previamente el efecto de la
quercitrina sobre las fases aguda y crénica en el modelo de colitis experimental
inducido mediante la administracion intracolonica de una solucion de TNBS en
etanol al 50%, método inicialmente descrito por Morris ef al. (1989). Este modelo
es, sin lugar a dudas, uno de los mas utilizados para conocer los mecanismos
involucrados en el proceso inflamatorio intestinal, asi como para valorar nuevos
tratamientos potencialmente ttiles en el tratamiento de la EIl en humanos (Elson
et al. 1995). La mayoria de los estudios indican que este modelo presenta una gran
similitud con la enfermedad de Crohn en humanos, tanto con relacion a las
modificaciones histomorfoldgicas, como al perfil de citoquinas que se genera en
el colon de los animales. De hecho, los estudios llevados a cabo en el colon de
ratones con colitis inducida con TNBS, demuestran que existe un predominio de
células T con fenotipo Thl, que se caracterizan por la produccion de grandes
cantidades de IFN-y y pequefias cantidades de IL-4 (Neurath ez al., 1995; Elson et
al., 1996); este tipo de respuesta estd promovida por una hipersecrecion de 1L-12

que actia como un potente inductor del desarrollo de células tipo Thl,
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productoras de IFN-y (Trinchieri, 1994), al igual que ocurre con la enfermedad de
Crohn (Breese et al., 1993; Fuss et al., 1993; Monteleone et al., 1997).
Andlogamente, el modelo del TNBS genera lesiones transmurales en el colon de
las ratas con caracteristicas patologicas similares a la enfermedad de Crohn (Fuss

etal., 1999).

El modelo del sulfato de dextrano utilizado en el presente estudio produce
una inflamacién restringida a la mucosa que estd mas relacionada con la colitis
ulcerosa en humanos (Gaudio et al.,1999; Kullmann et al., 2001), a diferencia de
lo comentado anteriormente con el modelo del TNBS. El mecanismo por el que el
DSS genera el proceso inflamatorio intestinal no es conocido con exactitud, y se
piensa que es causado por la conjuncién de distintas acciones, entres las que se
incluyen un efecto téxico directo, una alteracion en la normal interaccion entre los
linfocitos intestinales, las células epiteliales y la matriz extracelular, una
modificacion en la expresion de los receptores de integrinas y cambios en la
poblacion de la microflora intestinal (Okayasu et al., 1990; Ni ef al., 1996). Mas
recientemente, se ha descrito que el DSS activa el factor de transcripcion nuclear
NF-«B (Marrero et al., 2000), que es considerado como un componente clave en
la induccién de la transcripeion de citoquinas proinflamatorias en la enfermedad

inflamatoria intestinal (French y Pettersson, 2000).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la
administracion de DSS al 5% en el agua de bebida genera en la rata un proceso
inflamatorio intestinal que, a la semana del inicio del experimento, presenta unas
caracteristicas similares a las descritas previamente para este mismo modelo por

otros autores (Stucchi et al. 2000; Kullmann et al. 2001). Asi los animales
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manifestaron los sintomas clinicos propios de un proceso inflamatorio coldnico
como diarrea y presencia de sangre en las heces, que al final del experimento se
tornd en pérdida masiva de la misma por el recto, con la consiguiente alteracion
en el estado general de los animales: pérdida de peso, anorexia, anemia... Tras
sacrificar los animales pudimos comprobar que el dafio intestinal se limitaba casi
exclusivamente al colon, evidencidndose el proceso inflamatorio por un
engrosamiento del tejido acompafiado de hiperemia y zonas de ulceraciéon en la
region distal. El estudio microscopico confirmé la existencia de este dafio
inflamatorio en el tejido colénico. Estas preparaciones nos permitieron comprobar
que la lesion inducida con el DSS se restringia fundamentalmente a la mucosa, lo
que confirma que este modelo de colitis experimental se asemeja en mayor
medida a lo que ocurre con la colitis ulcerosa en humanos. Los cambios en la
mucosa incluian la presencia de ulceraciones y pérdida de la citoarquitectura
normal de las criptas con necrosis y abscesos; las células caliciformes aparecian
vacias de su contenido mucoso. También se observo la presencia de un importante
infiltrado inflamatorio en las distintas capas intestinales, que estaba
principalmente compuesto por neutréfilos y macréfagos, aunque estaban presentes
linfocitos y células plasmadticas. La existencia de este importante infiltrado en la
mucosa colonica se corrobord bioquimicamente por el incremento en la actividad
MPO colénica, dado que éste es considerado como un marcador de este proceso
(Krawisz et al. 1984), y que se encuentra incrementado en distintos modelos
experimentales de inflamacion intestinal (Yamada et al. 1992). Todas estas
caracteristicas histopatologicas estan de acuerdo con las descritas por otros

autores para este mismo modelo (Cooper ef al. 1993; Kullmann et al. 2001).
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La administracion diaria de quercitrina por via oral, a la dosis de 1 mg/kg, inhibid
de forma significativa la progresion del proceso inflamatorio intestinal inducido
por la ingestion del DSS por las ratas, tal y como se evidenci6 clinicamente por
una menor pérdida del peso corporal de los animales, una reducciéon en la
incidencia de diarrea y pérdida de sangre. Igualmente, este efecto se manifesto
macroscopicamente por una disminucion significativa en la relacion peso/longitud
de los segmentos intestinales en los animales tratados en comparacion con el
grupo control. Finalmente, el beneficio de la quercitrina sobre la lesion coldnica
fue también evidenciado histologicamente por una preservacion en la
citoarquitectura intestinal gravemente afectada por el proceso inflamatorio
inducido con el DSS. Esto se puso de manifiesto por una reduccion del grado de
ulceracion de la mucosa, afectando en la mayoria de las muestras inicamente al
25% de la superficie de la misma en contraposicion con la afectacion casi total en
los animales control. Ademas, las criptas mostraron una estructura casi normal,
con las células caliciformes repletas de moco, en contraposicion a lo que sucedia
con los animales coliticos del grupo control. Aunque la infiltracién de neutréfilos
fue evidente en la lamina propria, ésta fue de caracter leve o moderado en la
mayoria de los animales, junto con la practica ausencia de macrofagos y células

plasmaticas en ldmina propria y submucosa.

El efecto antiinflamatorio de la quercitrina se asocid con una reduccioén
significativa en las actividades enzimaticas MPO y fosfatasa alcalina. Como se ha
comentado anteriormente, la actividad MPO es un marcador de infiltracion de
neutrofilos, por lo que ha sido ampliamente utilizado para valorar el proceso
inflamatorio intestinal, de forma que una reduccién en la actividad de esta enzima

puede ser considerado como una manifestacion de la actividad antiinflamatoria
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intestinal de un compuesto dado (Veljaca et al. 1995). Andlogamente, y
basandonos en estudios previos de nuestro grupo de investigacion, la actividad
fosfatasa alcalina puede ser también considerada como un marcador sensible del
proceso inflamatorio intestinal, dado que esta actividad enzimatica se encuentra
siempre incrementada en distintos modelos experimentales de inflamacion
intestinal (Sdnchez de Medina ef al. 1996; Galvez et al. 1997). En consecuencia,
una reduccion en esta actividad enzimatica puede ser considerada indicativo del
efecto antiinflamatorio intestinal ejercido por la quercitrina en este modelo de

colitis experimental.

Los resultados obtenidos con los distintos ensayos bioquimicos realizados
con las muestras de tejido colonico nos informan sobre los mecanismos
involucrados en el efecto antiinflamatorio intestinal ejercido por la quercitrina.
Asi, el efecto beneficioso de la quercitrina puede estar relacionado con una
inhibicion en la generacion de radicales libres, como consecuencia de la capacidad
antioxidante descrita tanto para la quercitrina como para su genina la quercetina,
en ensayos in vivo ¢ in vitro (Bors et al. 1990; Galvez et al. 1994). Esta actividad
antioxidante puede desempefiar un papel clave en el efecto antiinflamatorio
intestinal de la quercitrina ya que esta situacion de estrés oxidativo intestinal es
una caracteristica comiin compartida por la enfermedad inflamatoria intestinal en
humanos (Grisham, 1994; McKenzie et al. 1996) y por diferentes modelos de
colitis experimental en ratas, incluyendo el del TNBS (Sanchez de Medina et al.,
1996; Galvez et al., 2001) y el del DSS (Stucchi et al., 2000), siendo ademas un
importante mecanismo de dafio tisular durante la inflamacién crénica intestinal.
De hecho, estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion han

demostrado que las propiedades antioxidantes y/o captadoras de radicales libres
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de la quercitrina podria contribuir en los efectos beneficiosos ejercidos por este
flavonoide en las fases iniciales del dafio colonico inducido con el TNBS
(Sanchez de Medina et al., 1996; Sanchez de Medina et al., 2002). Analogamente,
en el presente estudio, el tratamiento con quercitrina a ratas sometidas a colitis
experimental con DSS fue capaz de contrarrestar la deplecion del contenido en
glutation que tiene lugar en los animales coliticos del grupo control sin
tratamiento. Este efecto antioxidante puede igualmente colaborar en la menor
infiltracion de neutrofilos que se genera en respuesta a la administracion del DSS,
tal y como hemos demostrado bioquimicamente por una reduccion en la actividad
MPO colénica, y que se confirma en los estudios histologicos. La generacion de
radicales libres se ha propuesto que es clave en las fases tempranas del proceso
inflamatorio intestinal, contribuyendo de forma decisiva en la patogénesis de la
EIl (Pavlick et al., 2002), participando en los procesos iniciales relacionados con
la infiltracion de neutréfilos en la mucosa coldnica inflamada. El reclutamiento y
la posterior activacion de estas células generan una produccién masiva de
radicales libres que supera a los mecanismos antioxidantes tisulares de caracter
protector, dando lugar a una situacion de estrés oxidativo, responsable en gran
medida del mantenimiento de la inflamacion colonica (Grisham, 1994). Por tanto,
una rapida inhibicion en la generacion de radicales libres podria contribuir a una
reduccion en la infiltracion de neutrofilos en el tejido inflamado, protegiéndolo
del proceso inflamatorio. No obstante, es importante resaltar que la quercitrina
puede disminuir la infiltracion leucocitaria mediante la inhibicion en la
produccion de otros mediadores con actividad quimiotactica, dada la bien
conocida capacidad de los flavonoides de modular la respuesta inmune gracias a

sus propiedades inhibitorias de distintas actividades enzimaticas, como las
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relacionadas con el metabolismo del acido araquidonico (Middleton et al., 2000).
Entre los compuestos con actividad quimiotactica podemos citar al LTB4, un
eicosanoide cuya produccion se ha descrito que estd incrementada en la
enfermedad inflamatoria intestinal (Sharon y Stenson, 1984). No obstante, se
puede descartar que la inhibicion del flavonoide sobre la produccion de LTB4
contribuya en su efecto antiinflamatorio intestinal, dado que no se observo efecto
significativo alguno sobre la produccion colonica de este eicosanoide tras el
tratamiento con quercitrina de los animales coliticos. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en estudios previos en los que demostramos que no existia una
relacion entre la capacidad de la quercitrina de inhibir la produccion de LTB4 y su
efecto antiinflamatorio en la fase aguda del modelo de colitis experimental con

TNBS (Sanchez de Medina et al., 1996).

Durante la ultima década han sido numerosos los estudios que han
establecido una relacion entre la inflamacion colénica crénica y un incremento en
la produccion de o6xido nitrico (NO), generado fundamentalmente como
consecuencia de la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS),
tanto en humanos como en modelos experimentales con distintos roedores
(Rachmilewitz et al., 1995; Hogaboam et al., 1995; Kimura et al., 1997; Salas et
al., 2002). Aunque son bien conocidas las propiedades homeostéaticas del NO en
la funcionalidad intestinal (Moncada et al.,, 1991), presentando incluso
propiedades antiinflamatorias (Kiss et al., 1997; Lefer y Lefer, 1999), se ha
sugerido que la sobreproduccion de NO por la actividad iNOS es nociva para la
funcionalidad intestinal, contribuyendo de forma significativa en los procesos
inflamatorios de caracter cronico que tienen lugar en la EII (Rachmilewitz et al.,

1995; Hogaboam et al., 1995; Grisham et al., 2002). El importante papel atribuido
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al NO en estas patologias intestinales nos hizo estudiar si los efectos beneficiosos
ejercidos por la quercitrina en el modelo de colitis con DSS podian estar
relacionados con un efecto sobre la produccion colonica de NO. Con este objetivo
valoramos la actividad NOS y su expresion en los diferentes grupos
experimentales ensayados. Como era de esperar, los resultados obtenidos en el
presente estudio revelan que la inflamacion coldnica se asocia con una mayor
actividad NOS col6nica asi como con una mayor expresion de la iNOS, puesta de
manifiesto mediante analisis de Western blot, en comparacion con los animales
sanos del grupo blanco. La administracion de quercitrina a los animales coliticos
disminuye significativamente la actividad NOS incrementada, al mismo tiempo
que reduce la expresion de la iNOS. En principio, la menor actividad NOS podria
también estar relacionada con una inhibicion directa de esta enzima por parte del
flavonoide, dada la capacidad de estos compuestos polifendlicos de inhibir
distintas actividades enzimaticas, incluida la actividad NOS (Middleton et al.,
2000). Sin embargo, un estudio in vitro realizado con distintos flavonoides en una
linea celular de macrofagos (RAW 264.7) demuestra que tanto la quercetina como
sus heterdsidos carecen de un efecto inhibidor directo sobre la actividad iNOS
(Kim et al., 1999). Por tanto, y de acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente estudio, el efecto mostrado por la quercitrina estda mas probablemente
relacionado con un efecto inhibidor sobre la expresion de esta enzima como
consecuencia del proceso inflamatorio colonico. De hecho, la inhibicién en la
expresion de la iNOS por parte de los flavonoides ha sido descrita en esta misma
linea celular de macrofagos, habiéndose sugerido que este efecto estaba
relacionado con la capacidad de los flavonoides de interferir en el proceso de

activacion-traslocacion del factor de transcripcion NF-«B (Kim et al., 1999; Tsai
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et al., 1999). Los mecanismos moleculares que participan en la accion inhibitoria
de los flavonoides sobre el NF-xB son en la actualidad desconocidos, habiéndose
postulado distintas posibilidades. La primera de ellas es que los flavonoides
pueden inhibir la activacion del NF-kB al actuar como antioxidantes (Bors ef al.,
1990), ya que el NF-xB es un factor de transcripcion sensible al estado ‘redox’
celular que es activado por la situacion de estrés oxidativo existente en la mucosa
intestinal inflamada (Rogler ef al., 1998). La segunda posibilidad es que los
flavonoides inhiban la activacién del NF-kB mediante el bloqueo del proceso de
fosforilacion necesario para la degradacion de la proteina IkB, proceso clave para
que tenga lugar la traslocacion del NF-«xB al ntcleo y su posterior activacion (Tsai
et al., 1999). Independientemente del mecanismo involucrado, la inhibicion en la
produccion de NO puede contribuir en el efecto beneficioso demostrado por este
flavonoide en el modelo de colitis experimental inducida con el DSS, y asi
previniendo, al menos en parte, el efecto perjudicial atribuido al NO cuando este
es generado en cantidades elevadas por la enzima iNOS. De hecho, similares
efectos beneficiosos han sido descritos tras la inhibicion de la actividad de esta
enzima en diferentes modelos de inflamacion intestinal (Miller et al., 1993;

Rachmilewitz ef al., 1995; Hogaboam et al., 1995; Salas et al., 2002).

Por tltimo, en esta segunda parte de la presente Tesis Doctoral valoramos
el efecto de la quercitrina en otro modelo de colitis experimental, mediante la
administracion intracolonica de un hapteno, la oxazolona, a ratas previamente
sensibilizadas. Este modelo fue desarrollado inicialmente en ratones por Boirivant
et al. (1998), que lo caracterizaron como un modelo de colitis experimental

mediado por la activacion de linfocitos T CD4+ con fenotipo Th2, en funcion de
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las alteraciones histologicas observadas en el intestino grueso de los animales asi
como por el perfil de citoquinas generadas por el tejido intestinal inflamado. Los
resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la administracion de
oxazolona a ratas previamente sensibilizadas genera un proceso inflamatorio
intestinal con caracteristicas similares a las descritas anteriormente por otros
autores (Ekstrom, 1998). El dafio colonico fue caracterizado principalmente por la
existencia de alteraciones histoldgicas limitadas fundamentalmente a la mucosa,
en donde se observaba abundante hiperemia sin ulceracion evidente, menor
numero de células caliciformes con reduccion de su contenido mucoso, y un
infiltrado leucocitario de caracter leve. Esto ultimo fue confirmado
bioquimicamente por el incremento en la actividad MPO coloénica en comparacion
con los animales del grupo blanco. No obstante, el dafio intestinal generado fue
cuantitativamente menor al obtenido con otros modelos de inflamacion intestinal
como el del TNBS o el del DSS. De hecho, no pudo ponerse de manifiesto la
existencia de una situacién de estrés oxidativo en el tejido colénico dado que
ninguno de los dos marcadores bioquimicos analizados con tal finalidad, el
contenido colonico de glutation y los niveles de MDA, se encontraron
significativamente modificados en los animales que recibieron la oxazolona.
Andlogamente, no se modificaron de forma significativa los otros dos parametros

bioquimicos estudiados: la actividad fosfatasa alcalina y la produccion de LTB4.

En cualquier caso, el tratamiento con quercitrina si que manifestd un
efecto beneficioso en este modelo de colitis experimental, tal y como se evidencid
por la mejora histologica del tejido coldonico como por la reduccion en la actividad

MPO colonica.
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En conclusion, el presente estudio ha permitido poner de manifiesto el
efecto antiinflamatorio intestinal de la quercitrina en dos modelos de inflamacion
intestinal, DSS y oxazolona, corroborando el efecto beneficioso demostrado
previamente por nuestro grupo de investigacion en el modelo del TNBS.
Probablemente, las propiedades antiinflamatorias intestinales de la quercitrina
estén intimamente relacionadas con su actividad antioxidante y captadora de
radicales libres, de forma similar a lo descrito para otros fArmacos de reconocida
eficacia en el tratamiento de estas patologias intestinales, como son los derivados
del acido 5-aminosalicilico (Keshavarzian et al., 1990; Grisham et al., 1994).
Todo esto hace que este flavonoide sea un candidato potencial para ser
desarrollado en la terapia de la EIl en humanos, sobre todo si consideramos la
baja toxicidad que se asocia con el consumo de este tipo de compuesto, ya que son
normalmente ingeridos en la dieta normal en cantidades significativas sin que
haya sido descrito hasta el momento efecto nocivo alguno derivado de su

consumo (Middleton et al. 2000).
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

El cocimiento de la sumidad de Euphorbia hirta presenta actividad
antidiarreica en distintos modelos experimentales, constatindose la

utilizacion empirica de esta droga en su zona de origen.

Un principio responsable de la actividad antidiarreica de esta droga es
un flavonoide, la 3-ramnosido quercetina o quercitrina. Este compusto
normaliza el transito intestinal alterado en los animales de
experimentacion mediante una restauracion de la capacidad absortiva
intestinal, cuando se produce una inhibicion por agentes secretagogos.
Para que esto tenga lugar, es necesaria la hidrodlisis del heterdsido en el

lumen intestinal y posterior liberacion de su genina, la quercetina.

La quercitrina ejerce un efecto antiinflamatorio intestinal en dos
modelos de colitis experimental: modelo del sulfato de dextrano y
modelo de la oxazolona. Este efecto beneficioso puede estar asociado

con sus propiedades antioxidantes.
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