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Figura 12. Imagen representativa de la expresion deGPR40 (FFAR1) GPR40 en tejido
gastrico del raton después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gastrico
(TaTo [uTelTo [Ty o Yol gl [gTo [oTa'a 1] =Tl [ o - 1SS
Figura 13. Esquema representativo del posible mecanismo gastroprotector del DHA ante el

dafo generado Por iNAOMETACING.....cccocviiviie et s e st e se et e s e e s
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RESUMEN

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), provocan importantes efectos secundarios en el
tracto gastrointestinal (Gl) que limitan su uso. Ademas de la inhibicidon de las ciclooxigenasas
(COX) y prostaglandinas (PGs), se ha reconocido la importancia de la respuesta inflamatoria en
el dano gastrointestinal por AINEs. Se han reportado graves efectos secundarios a nivel
intestinal debido a las terapéuticas actuales en contra del dafio gastrointestinal por AINEs. En
2012, nuestro equipo de trabajo reporté el efecto gastroprotector de un acido graso omega-3,
el dcido docosahexaenoico (DHA) ante el daifo gastrico generado por indometacina en rata; sin

embargo, no se elucidé completamente el mecanismo por el cual se genera dicho efecto.

El objetivo de este trabajo fue investigar los posibles mecanismos implicados en el efecto gastro
y enteroprotector del pre-tratamiento con DHA en un modelo de lesiéon gdstrica e intestinal
generada por indometacina en ratén BALB/c. Por lo tanto, se valord la participacidn de diversas
moléculas implicadas en el proceso inflamatorio, asi como los niveles de resolvinas y la
expresion de ciertos receptores. Los resultados obtenidos, muestran que el DHA ejerce un
efecto protector ante el dafo gdstrico generado por indometacina, comparable con el efecto
gastroprotector de omeprazol. El pre-tratamiento con DHA es capaz de reducir los niveles de
mieloperoxidasa (MPO), mantener los niveles basales de leucotrieno Bs (LTB4), molécula de
adhesion intracelular | (ICAM-1) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.), asi como inhibir la
translocacion nuclear del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB) a nivel gastrico. Ademas, el DHA incrementa la produccion de RvD1 y logra
reestablecer los niveles basales del receptor FFAR 4 (GPR120) a nivel gastrico. Los resultados
obtenidos nos indican que el DHA participa en la modulacién de la via inflamatoria en el dafo
gastrico generado por indometacina, asi como la posible participacion de RvD1 y FFAR 4 en el
efecto gastroprotector del DHA. A nivel intestinal, el DHA ejerce un efecto enteroprotector,
siendo mas efectivo que el efecto enteroprotector del omeprazol. Sin embargo, el DHA no
modula los niveles de MPO, LTB4, RvD1 ni TNF-a en intestino, lo que sugiere de la participacion

de otras moléculas y la implicacidon de otros mecanismos a nivel intestinal.
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ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), generates important side effects in the
gastrointestinal (Gl) tract that limited their clinical use. Besides the inhibition of
cyclooxygenases (COX) and prostaglandins (PGs), the inflammatory response has been
recognized in the NSAIDs-induced gastrointestinal damage. Severe intestinal side effects of the
current therapies against gastrointestinal damage by NSAIDs has been reported. In 2012, our
research group reported the gastroprotective effect of an omega-3 fatty acid, docosahexaenoic
acid (DHA) against indomethacin has not been fully explained.

In consequence, the aim of this study was to examine the possible mechanisms associated with
the gastro and enteroprotective effect of DHA pre-treatment in a BALB/c mouse model of
indomethacin-induced gastric and enteric injury. Therefore, the participation of several
molecules involved in the inflammatory process, as well as the resolving levels and the
expression of certain receptors were evaluated. Our results show that DHA protected against
indomethacin-induced gastric injury and this effect was comparable with the gastroprotective
effect exerted by omeprazole. DHA pre-treatment reduced myeloperoxidase (MPO) levels, and
was able to maintain basal levels of leukotriene B4 (LTB4), tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), also blocking the nuclear translocation of NF-
kB in gastric tissue. In addition, DHA pretreatment enhanced the RvD1 production and restored
FFAR 4 to the basal levels in gastric tissue. The results obtained indicate that DHA is involved in
the modulation of the inflammatory pathway in the indomethacin-induced gastric damage
model, and the possible implication of RvD1 and FFAR 4 in this gastroprotective effect. At
intestinal level, DHA exerts an enteroprotective effect, which is better than the effect that
omeprazole exerts in the intestine. However, DHA pre-treatment does not modulate MPO,
LTB4, RvD1 or TNF-a levels on the intestine which means that the participation of other

molecules and the regulation of other mechanism are involved.
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1.- INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal esta continuamente expuesto a diversas sustancias y factores
agresivos como: pH luminal, temperatura, farmacos y agentes bacterianos que son
capaces de causar reacciones inflamatorias locales y sistémicas que en su conjunto
pueden dafar a la mucosa presente en el mismo (Bastaki and Wallace, 1999; Lim et al.,
2009; Wallace and Granger, 1996). La habilidad que tiene la mucosa, de hacer frente a los
diversos factores dafiinos a los que estd expuesta, es un proceso clave y dindmico
denominado defensa de la mucosa, el cual involucra a todos los componentes que logran
mantener su integridad y que en su mayoria estdn regulados por las prostaglandinas (PGs)
(Bastaki and Wallace, 1999; Laine et al., 2008; Wallace and Ma, 2001). Por otra parte, el
dafio gastrointestinal incluye la lesién de la mucosa gastrica e intestinal, que ocurre
principalmente cuando los factores agresores sobrepasan la capacidad de los
componentes de defensa para eliminar o limitar el daifo; destacando la inflamacién, como
uno de los mecanismos que mas contribuye a dafiar la mucosa (Bindu et al., 2013; Martin

and Wallace, 2006).

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), farmacos con efecto analgésico, anti
inflamatorio y antipirético de prescripcidon frecuente, constituyen uno de los grupos de
farmacos mas prescritos y auto medicados en el mundo; sin embargo, en consecuencia a
su constante uso en el tratamiento de padecimientos de caracter inflamatorio, se
encuentran entre los principales factores agresores de la mucosa gastrointestinal
(Wallace, 2013). Los AINEs convencionales tienen la capacidad de inhibir a las
ciclooxigenasas (COX), que se encuentran involucradas en la sintesis de prostaglandinas,
afectando a la defensa mucosal y causando importantes efectos secundarios en el tracto
gastrointestinal, los cuales incluyen desde erosiones y sangrado hasta perforaciones,
provocando una limitacién en su uso clinico (Laine et al., 2008; Martin and Wallace, 2006;
Wallace, 2013). Recientemente, se han identificado otros mecanismo de dafo gastrico
generado por AINEs que son independientes a la inhibicion de las prostaglandinas, entre
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los cuales figuran la respuesta inflamatoria desencadenada a partir del dafio tisular (Laine
et al., 2008; Lim et al., 2009). Debido a ello, se ha originado la busqueda de nuevos
agentes terapéuticos para reducir los efectos secundarios asociados a los AINEs sin
comprometer la eficacia de estos; ya que las terapias actuales como el uso de inhibidores
de la bomba de protones, que si bien disminuyen las lesiones gdastricas, aumentan la
susceptibilidad al dafio intestinal, resultan poco efectivas (Singh et al., 2016; Wallace,

2013).

La predileccidén por compuestos de origen natural para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en la industria farmacéutica, ha llevado a centrar la busqueda de productos
naturales presentes en la ingesta diaria. Investigaciones en diversos modelos de dafio
gastrico han reportado los beneficios del aceite de pescado como gastroprotector (Al-
Harbi et al., 1995; Bhattacharya et al., 2006; Faust et al., 1989, 1990; Leung, 1994; Manjari
and Das, 2000). Destacando que este beneficio se debe a que el aceite de pescado es rico
en dacidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFA n-3), ya que entre sus principales
componentes se encuentran el acido eicosapentaenoico (EPA) y el 4cido
docosahexaenoico (DHA), cuyas proporciones varian entre 6 a 12 % para DHA y 12 a 19%
para EPA dependiendo de su origen; en consecuencia a la variada composicidon del mismo,
no se habia podido determinar cual de todos los acidos grasos poliinsaturados es el
responsable del efecto gastroprotector y se habia propuesto como posibles mecanismos
la disminucion de pepsina y secreciéon de acido gastrico, e inclusive la modulacién de

prostanoides (Calder, 2009; Faust et al., 1989; Pineda-Peiia et al., 2012).

Recientemente, nuestro equipo de trabajo ha logrado identificar el efecto gastroprotector
de una dosis Unica de DHA en el dafio gastrico agudo inducido por la indometacina en la
rata, asi como su intervencion en la modulacién de algunas moléculas implicadas en el
proceso de inflamacién del tejido gdstrico como el LTB4, sin embargo no se han
caracterizado todas las moléculas involucradas y los mecanismos por los cuales se lleva a

cabo dicho efecto.



1.1 Elementos de defensa mucosal

El estdmago alcanza en su interior un pH de 1.2 durante el proceso digestivo, ya que es el
organo encargado de la digestion, esterilizacion de alimentos y agua (Kopic et al., 2010);
por ello, entra diariamente en contacto con miles de microorganismos, nutrientes y
diferentes sustancias, capaces generar reacciones inflamatorias locales y sistémicas que
en su conjunto dafian la mucosa (Hunt et al., 2015; Laine et al., 2008; Viggiano et al.,
2015). En consecuencia, se ha propuesto la existencia de un sistema con la capacidad de
prevenir dicho dafio, asi como la posibilidad de reparar el epitelio de forma rdpida por lo
gue se le denomina “defensa mucosal” (Martin and Wallace, 2006; Wallace and Granger,
1996), dichos elementos establecen un equilibrio entre los factores agresores y
protectores de la mucosa géstrica (Kopic et al., 2010; Viggiano et al., 2015; Wallace and
Granger, 1996). Los componentes de la defensa mucosal se pueden jerarquizar acorde a
su organizacién anatdmica y se aplica a la mayoria del tracto digestivo; como el acido
clorhidrico (HCl), que permite la actividad de la enzima pepsina, sirviendo ademas como
bactericida en estémago; este HCl es neutralizado en intestino gracias a la secrecién de
bilis y lipasas pancreaticas (Laine et al., 2008; Viggiano et al., 2015; Wallace and Granger,
1996). Seguido por el mucus formado por unidades de mucina MUC5/MUC6 en estomago
y MUC2/MUC6 en intestino, quienes sirven como lubricante ante los movimientos
peristalticos y como bacteriostatico, existiendo también una minima cantidad de
fosfolipidos surfactantes que tienen propiedades hidrofdbicas (Allen and Flemstrom,
2005; Laine et al., 2008). Mientras que el bicarbonato (HCOs3 °) conforma una “barrera
mucus-bicarbonato” junto con el mucus, formando un gradiente de pH que neutraliza la
difusion de HCl y algunas enzimas, con lo que el pH en la superficie de las células
epiteliales es neutro (Allen and Flemstrém, 2005; Laine et al., 2008; Wallace and Granger,

1996).

La presencia de las células epiteliales cilindricas simples funciona como una barrera fisica

a los agentes exdgenos nocivos, debido a sus uniones intercelulares (tipo Gap), siendo



muy importante especialmente en intestino; este epitelio posee la cualidad de
regenerarse continuamente gracias al flujo sanguineo constante en su membrana basal,
participando en dicha regeneracién la formacion de una capa mucoide (constituida por
restos celulares, moco y plasma) que proporciona un microambiente favorable para la
restitucion epitelial en caso de lesidn, gracias al flujo sanguineo constante en su
membrana basal (Iwata et al.,, 1998; Takeuchi et al., 2010, 2006). La micro circulacion,
formada por una extensa red de capilares distribuidos por debajo de la ldmina propia, se
encarga del transporte de nutrientes y oxigeno a las células; que gracias a la inervacion
sensorial aferente puede modificar el flujo sanguineo por medio de la vasodilatacion, lo
que permite disipar las sustancias irritantes del sitio de lesidon (Takeuchi et al., 2010;
Wallace and Granger, 1996). La existencia de mastocitos adheridos a la fibronectina,
vitronectina y laminina presentes en la ldmina propia; forman parte funcional del tejido
linfoide asociado a la mucosa (MALT) en intestino y actian como sensores ante un
estimulo nocivo, siendo capaces de liberar mediadores de la inflamacion, lo que permiten
el reclutamiento de células efectoras como los leucocitos encargados de montar la
respuesta inflamatoria a través de la secrecidn de leucotrieno B4 (LTBa4) (Stleyman et al.,
2002; Wallace and Granger, 1996). Finalmente, las prostaglandinas (PGs), tienen la
capacidad de mediar algunos elementos de la defensa y por lo tanto intervienen de

manera activa en este proceso (Laine et al., 2008; Lim et al., 2009).

1.1.1 Papel de las prostaglandinas en la defensa mucosal

Las prostaglandinas son miembros de una familia de acidos grasos de 20 carbonos
denominados eicosanoides, que emplean como sustrato al acido araquiddénico de los
fosfolipidos en la membrana celular, en respuesta a estimulos hormonales, neuronales y
locales (Atay et al., 2000; Johansson and Bergstrom, 1982). El 4cido araquiddnico liberado
mediante la accidn de la enzima fosfolipasa A, (cPLA;), puede ser metabolizado por la via
de las ciclooxigenasas (COX) generando tromboxano y prostaglandinas (Atay et al., 2000;

Bindu et al., 2013; Johansson and Bergstrom, 1982).
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La enzima ciclooxigenasa (prostaglandina-endoperdxido sintasa) tiene dos isoformas
denominadas COX-1y COX-2; en la mucosa gastrointestinal la accién de la COX- 1 produce
de manera constitutiva PGE; y PGly; siendo PGE; a través de su receptor EP3 el que inhibe
la secrecion de HCl en las células parietales de estémago; mientras que en células
epiteliales y calciformes tanto en estémago como en intestino, permite la secrecién de
moco y bicarbonato a través del receptor EP1 (Kato et al., 2005; Takeuchi et al., 2006). Por
otro lado PGl; a través de sus receptores IP incrementa el flujo sanguineo en mucosa
previniendo el dafio por isquemia; por lo tanto, la produccién de prostaglandinas de
manera fisioldgica por parte de la mucosa gastrointestinal, es crucial ya que la mayoria de
los mecanismos de defensa son estimulados o facilitados por ellas (Bindu et al., 2013;
Laine et al., 2008; Martin and Wallace, 2006; Narumiya et al., 1999). Se ha reportado que
la COX-1 es producida de manera constante en la mucosa, mientras que la COX-2 solo es
detectada en presencia de estimulos inflamatorios; sin embargo, ha sido ampliamente
reportado que ambas enzimas son necesarias para la proteccién de la mucosa ya que
experimentalmente al inhibir las dos isoformas se produce dafio gastrico considerable

que no es producido al inhibirlas por separado (Atay et al., 2000; Wallace et al., 2000).

Una vez que ha ocurrido la lesién de la mucosa, otro de los mecanismos a través de los
cuales las prostaglandinas reducen la severidad del dafio gastrico es la modulacién de las
células inmunoldgicas en la mucosa, en donde la PGE, permite regular la liberacién de
diversas moléculas mediadoras de la inflamacidn en mastocitos, entre los que se

encuentra TNF-a e II-1 (Martin and Wallace, 2006; Wallace and Ma, 2001).

1.2 Generalidades de los anti inflamatorios no esteroideos

Los anti inflamatorios no esteroideos (AINEs), son un grupo de farmacos quimicamente
heterogéneos pero que comparten determinados efectos terapéuticos como las acciones
analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. Las aplicaciones terapéuticas incluyen el

tratamiento de patologias crdnicas inflamatorias hasta el tratamiento de patologias



frecuentes como dolor dental y dolor de cabeza, constituyendo uno de los grupos de
farmacos mds prescritos y auto medicados en el mundo (Becker et al., 2004; Fiorucci et al.,
2001). Pueden clasificarse acorde a su similitud quimica y segun su selectividad para la
isoforma de ciclooxigenasa (Brunton L.L., Chabner B.A., 2012). El mecanismo de accién
general de los AINEs se genera principalmente a partir de la inhibicion competitiva del
sitio activo de las enzimas ciclooxigenasa COX-1 y COX-2, por lo que interfieren con la
respuesta inflamatoria normal y disminuyen la produccidon de prostaglandinas (Praveen
Rao and Knaus, 2008). En la clinica, el uso de AINEs se ha asociado con efectos adversos a
nivel gastrointestinal ya que se han reportado erosiones, hemorragias e incluso
ulceraciones géstricas e intestinales en el 70% de los pacientes que estdn bajo tratamiento

con AINEs (Abimosleh et al., 2013; Babb and Alto, 1992; Becker et al., 2004).

1.2.1 Indometacina

La indometacina [2-[1-(4-clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-3-il] 4cido acético] (Figura 1)
es un derivado del acido indolacético que pertenece al grupo de los AINEs no selectivos,
siendo uno de los AINEs mas utilizados (Brunton L.L., Chabner B.A., 2012; Burke et al.,
1983; Waller, 1983). Sus concentraciones maximas en plasma se alcanzande 1 a 2 h (Tmax)
después de la administracion oral, la unidn a proteinas plasmaticas es de 90% y no tiene
selectividad por un tejido particular; la concentracion maxima en plasma (Cmax) presenta
variabilidad inter e intra individual, mientras que su ventana terapéutica es considerada
entre 0.3-3 ug/ml y su toxicidad a partir de 6 ug/ml (Mendoza Patifio, 2008; Waller, 1983)
Se metaboliza en higado a través del citocromo CYP2C, por O-desmetilacion (50%),
conjugacién con acido glucordnico (¥10%) y N-desacilacion a metabolitos inactivos; entre
el 10 a 15 % de farmaco sin modificar se excreta por orina y sus metabolitos también se
eliminan por bilis y heces siendo capaces de experimentar un ciclo enterohepatico; la vida
media (t %) de eliminacién en plasma varia entre al menos de 4.6 h y hasta 14.4 h
(Algahtani and Kaddoumi, 2015; Brunton L.L., Chabner B.A., 2012; Chavez-Pina et al.,

2009). Sus aplicaciones terapéuticas, incluyen el tratamiento de enfermedades
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inflamatorias como la artritis reumatoide, osteoartritis, bursitis, tendinitis, sinovitis
traumatica, espondilitis anquilosante, como tratamiento para el cierre del conducto
arterioso persistente en lactantes prematuros; para enfermedades osteoarticulares
cronicas suelen emplearse dosis de 25 hasta 100 mg al dia (Brunton L.L., Chabner B.A,,

2012; Polat et al., 2011; Sileyman et al., 2002).
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Figura 1. Estructura quimica de la indometacina. Fuente: (Praveen Rao and Knaus, 2008).

1.2.2 Mecanismo de dafio gdstrico e intestinal por indometacina

La indometacina al igual que todos los AINEs, pueden alterar el equilibrio de la mucosa a
través de mecanismos que se dividen en acciones locales y sistémicas (Kato et al., 2005;
Wallace et al., 2000; Wallace and Granger, 1996). Los AINEs deben permanecer en el
estdmago por un determinado periodo de tiempo antes de que ocurra el vaciamiento
gastrico (Van Den Abeele et al., 2017). Durante su estancia en el estdmago, ademas de
disminuir la capacidad amortiguadora de la barrera de mucus-biocarbonato producen un
fenémeno conocido como “atrapamiento idnico”, donde la forma no ionizada del farmaco
entra en las células epiteliales y una vez dentro pasa a su forma ionizada por lo que no
puede atravesar la membrana nuevamente; la acumulacién del farmaco dentro de la
célula provoca necrosis epitelial secundaria a una lisis osmodtica (Bastaki and Wallace,
1999; Boegh and Nielsen, 2015; Van Den Abeele et al., 2017). Otro de los mecanismos
locales por el cual los AINEs favorecen la lesion del tejido de manera local, es mediante el
desacople de la fosforilacion oxidativa en mitocondria causando un decremento de ATP,

generacion de especies reactivas a oxigeno (ROS) y liberacidon de calcio mitocondrial (Ca?)
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lo que conduce a un desbalance osmotico junto con la pérdida de control sobre las
uniones celulares, que finalmente da como resultado el aumento de la permeabilidad y un
dafio estructural celular irreversible (Bastaki and Wallace, 1999; Bhattacharya et al., 2006;
Leite et al., 2001; Maity et al., 2009; Wallace and Ma, 2001). Ademas de lo anterior, los
AINEs suprimen sistémicamente la sintesis de prostaglandinas, alterando todas las
funciones protectoras orquestadas por las prostaglandinas, reduciendo la secrecién de
mucus y bicarbonato, que junto con la disminucion del flujo sanguineo lo que hace a la
mucosa mas susceptible a los agentes agresores, invasiéon bacteriana y actividad de

endotoxinas (Bastaki and Wallace, 1999; Wallace, 2008).

Recientemente se han identificado otros mecanismos de dafio gdstrico generado por
AINEs que son independientes a la inhibicién de las prostaglandinas; entre los cuales
figuran la respuesta inflamatoria desencadenada a partir de la lisis osmética del epitelio
gastrico, es decir a partir de la excrecidon del contenido intracelular hacia el intersticio
(Bindu et al., 2013; Lanas, 2008; Wallace and Ma, 2001). El contacto del mastocito con el
contenido de la célula necrosada, estimula al mastocito a liberar moléculas pro-
inflamatorias como las citocinas (entre ellas TNF-a e [I-13) que, en conjunto con la
inhibicién de la actividad de COX ocasionada por la indometacina, provoca un mayor
incremento en la expresiéon de las citocinas pro-inflamatorias; ya que aunque el
mecanismo no ha sido claramente reportado, las prostaglandinas inhiben parcialmente la
liberacion de las citocinas, debido a que su regulacién es un proceso complejo que
involucra a diversas moléculas, esto por su naturaleza pleiotrépica (Atay et al., 2000;
Bindu et al., 2013). La expresién de citocinas, desencadena el reclutamiento masivo de
neutrdfilos en un proceso de extravasacién que consiste en la marginacién, rodadura,
adhesién, diapédesis y migracidn del leucocito desde el endotelio vascular hacia los tejidos
y que es totalmente dependiente de la expresion de moléculas de adhesidon de alta
afinidad como ICAM-1, VCAM-1 en el endotelio e integrinas CD11/CD18 en neutrdfilo
(Cruvinel et al., 2010; Laine et al., 2008; Matsui et al., 2011; Uchida et al., 2001; Wallace,

2008). Una vez que el neutrodfilo llega al sitio de lesion libera leucotrieno B4 (LTB4) que
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funciona como un quimioatrayente para reclutar mas neutrofilos, al permitir ain mas la
expresion de moléculas de adhesion celular que facilita a los leucocitos adherirse a la
pared del vaso; los neutréfilos en conjunto, disminuyen la perfusion vascular provocando
isquemia en el tejido, ademas liberan proteasas, especies reactivas de oxigeno y permiten
la liberacidon de dxido nitrico mediado por la dxido nitrico sintasa inducible (iNOS), este
oxido nitrico reacciona con los aniones superodxido producido también por neutréfilos,
formando peroxinitrito que provoca mayor necrosis epitelial (Cruvinel et al., 2010; Imaoka

et al., 2010; Lanas, 2008; Matsui et al., 2011; Uchida et al., 2001; Wallace, 2008).

Aunque la fisiopatologia del dafio intestinal generado por indometacina es menos
comprendida, comparte similitudes con la gastropatia por AINEs; ya que se han propuesto
diversos mecanismos por los cuales se genera este dano: dafio mitocondrial por contacto
directo, aumento de la permeabilidad celular, disminucion de prostaglandinas y
finalmente respuesta inflamatoria exacerbada (Matsui et al., 2011; Wallace, 2013). Al ser
ingerida, la indometacina es absorbida en estémago y posteriormente metabolizada en
higado, una pequefia fraccidn se excreta por bilis hacia duodeno en forma conjugada con
acido glucoronico y después de la accidén de la deshidrogenasa se hidroliza quedando en
su forma libre y puede ser reabsorbida en la luz intestinal (Figura 4); diversos factores
luminales como son bilis, enzimas proteoliticas, jugo pancreatico, microbiota intestinal, asi
como la indometacina excretada estan en contacto directo con el enterocito
constantemente; en este lugar la indometacina nuevamente como metabolito activo llega
a formar aductos con las macromoléculas de los enterocitos e introducirse en los mismos,
contribuyendo al incremento de la permeabilidad membranal, perjudicando la funcién
mitocontrial y originando un dafio al epitelio intestinal que activa el mecanismo generador
de proteasas con lo que incrementa la peroxidacién lipidica (Abimosleh et al.,, 2013;

Atchison et al., 2000; LoGuidice et al., 2010; Matsui et al., 2011; Wallace, 2013).
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Figura 2. Enteropatia por AINEs. Fuente:(Wallace, 2013).

1.2.4 Moléculas implicadas en el dafio gdstrico generado por AINEs

Como se ha mencionado anteriormente, existen diversas moléculas implicadas en el dafio
gastrico generado por AINEs, cada una posee caracteristicas particulares que son
importantes de revisar, siendo MPO, LTB4, TNF-o. e ICAM-1 las que generan mayor interés

en nuestra investigacion.

1.2.4.1 Mieloperoxidasa (MPQ)

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima producida por macréfagos residentes en
mucosas, monocitos y principalmente neutroéfilos; es una molécula de 150-165 kDa que se
sintetiza durante la diferenciacidon mieloide inducida por el factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) (Kisic et al., 2016; Strzepa et al.,, 2017). La enzima es un
homodimero que comprende un par de cadenas ligeras y pesadas, donde sus subunidades
estan unidas por un solo puente disulfuro (Strzepa et al., 2017). Es almacenada en los

granulos azurofilicos junto con otras proteinas como hidrolasas y proteasas; utiliza al
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peroxido de hidrogeno (H,0;) para producir acido hipocloroso (HOCI"), que sirve como
microbicida y desempeia un papel importante en la respuesta inmune innata (Kisic et al.,
2016). Sin embargo, este agente altamente citotoxico puede daifar el tejido, iniciar y
contribuir al desarrollo del estrés oxidativo, asi como prolongar la respuesta inflamatoria

(Hansberry et al., 2017; Strzepa et al., 2017).

En el dafio gastrointestinal generado por AINEs, se ha reportado que la infiltracidon de
neutréfilos es acompaiiada por un incremento de los niveles de MPO (Jung et al., 2012;
Yan et al.,, 2011); donde tiene la capacidad de estimular la produccién de citocinas
proinflamatorias como TNF-o. y por lo tanto regular de manera indirecta la respuesta
inflamatoria (Bindu et al., 2013; Strzepa et al.,, 2017). Ademas, se ha reportado que el
MPO junto con las proteasas presentes en los granulos azurofilicos, destruyen el tejido
subyacente, pero ademds su presencia o ausencia es un indicativo de la cantidad de
neutréfilos presentes, estimulando de manera indirecta la fagocitosis de cuerpos

apoptoticos (Martin and Wallace, 2006; Serhan et al., 2007; Strzepa et al., 2017).

1.2.4.2 Leucotrieno B4 (LTBg)

El leucotrieno Bs (LTBs) es un eicosanoide que forma parte de la familia de los
leucotrienos; es un mediador pro inflamatorio de naturaleza lipidica, producto de la
accion de la lipooxigenasa 5 (5-LO) sobre el acido araquiddnico (Atay et al., 2000; Ohnishi
et al.,, 2008). El LTB4 se genera en polimorfonucleares, eosinéfilos, macréfagos, células
epiteliales y endoteliales, actuando a través de receptores de alta afinidad como el BLT1

en dichas células (Monteiro et al., 2011).

En la mucosa gastrica, se ha reportado que estimulan la secrecidn de pepsina, reducen el
flujo sanguineo e interfieren con el vaciamiento gastrico (Atay et al., 2000). En el dafio
gastrico generado por indometacina, la expresién de LTB4 aumenta y estimula la sintesis
de enzimas pro-inflamatorias como TNF-o e IFN-y; también permite la expresidon de
moléculas como las integrinas f2 (CD11/ CD18) y moléculas de adhesién intercelular

como ICAM-1, contribuyendo a la reduccidn del flujo sanguineo hacia la mucosa y ademas,
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participan en la generacién de otras moléculas que alteran al endotelio vascular y a la
mucosa gdstrica como las especies reactivas a oxigeno (ROS)(Davies et al., 1999). Por lo
anterior, el exceso de LTB2s combinado con el déficit de PGE; contribuye a la lesidn gastrica
ya provocada por los AINEs (Atay et al., 2000; Davies and Wallace, 1997; Wallace and Ma,
2001).

1.2.4.3 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-&)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una hormona polipeptidica, perteneciente a
la super familia de mediadores que llevan su nombre (Camussi et al., 1991). Siendo una
glicoproteina que se produce de novo en el momento de la activacion celular, sintetizada
como un propéptido (de 233 aa y 26 kDa), el cual es procesado por la enzima convertidora
del TNF-a (TACE) a la forma soluble de TNF-o. (de 157 aa y 17 kDa) con actividad biolégica

(Camussi et al., 1991; Parameswaran and Patial, 2010).

En el daifo géstrico generado por AINEs, se produce un incremento en la adherencia de
leucocitos al endotelio vascular, por un proceso definido como “activacién endotelial”; en
donde el TNF-a, a través de su receptores TNFR1 (p55 6 p60) hace que las células
endoteliales generen proteinas que reorganizan estructuralmente a la célula y facilitan la
expresion de moléculas de adhesién endoteliales como ICAM-1, esto ultimo mediante su
capacidad de activacién del NFkB (Appleyard et al., 1996; Bonizzi and Karin, 2004). En la
inflamacién, TNF-a es quimiotactico para los monocitos y polimorfonucleares,
estimulando la actividad fagocitica, la adhesién al endotelio y la produccién de especies

reactivas de oxigeno en estas células (Appleyard et al., 1996).

1.2.4.4 Molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1)

La molécula de adhesién intracelular | (ICAM-1) o cluster de diferenciacién 54 (CD54),
forma parte de la familia de las proteinas de superficie celular tipo inmunoglobulina (lg-
like); es una proteina transmembranal tipo | con un peso molecular de 80 - 114 kDa en su

forma glicosilada y de 60 kDa en su forma no glicosilada (Lawson and Wolf, 2009).
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Se ha reportado que después de la administraciéon de indometacina se incrementa la
expresion de ICAM-1, en consecuencia a alta concentracién de TNF-o. ocasionado por el
dafio generado por la indometacina en la mucosa gastrica (Yan et al., 2011). El incremento
en la expresion de ICAM-1, permite la infiltracién de neutréfilos como primer paso en el
proceso inflamatorio desencadenado por el daifo a la mucosa gastrointestinal generado
por la indometacina, y que a su vez puede generar la disminucién de la perfusidn tisular
por el incremento de neutréfilos adheridos al endotelio vascular, dafiando alin mas el
tejido por la reduccion de oxigeno (Lawson and Wolf, 2009; Rabelo-Gongalves et al.,

2005).

1.2.4.5 Interleucina 1- beta (II-18)

La interleucina 1- beta (II-1) forma parte de la familia de mediadores mas importantes en
la inflamacidn; siendo una molécula de origen proteico producida principalmente por
monocitos, macréfagos y células dendriticas, aunque también bajo ciertos estimulos por
células endoteliales y fibroblastos (Eder, 2009; Gyenge et al., 2013). La Il-1p se produce a
partir de estimulos como los lipopolisacdridos (LPS) de microorganismos, que son
reconocidos a través de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y
proteinas que son reconocidas por patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Eder,
2009). Tanto los PAMPs como los DAMPs, permiten la activacion de los receptores de
membrana tipo toll (TLRs) que desencadenan la sintesis del pro péptido de II-13 (31 kDa)
localizado en vesiculas secretoras (Eder, 2009). Este pro péptido gracias a la accién de la
enzima convertidora de interleucina 1 (ICE), es procesado en el residuo 116 y se convierte
en una molécula II-13 activa (de 269 aay 17.5 kDa) que es llevada hacia el exterior de las
células por medio de exocitosis, no hallandose en la circulacién general excepto en casos
de patologia severa (Eder, 2009; Lopez-Castejon and Brough, 2011a; Martinon et al.,
2002).

[I-1B es una citocina que posee funciones reguladoras de la actividad inmunoldgica, por lo

gue tiene la capacidad de actuar en diversos tejidos; entre ellas la induccion de fiebre,
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proliferaciéon, maduracion de linfocitos y fibroblastos, asi como el aumento del
catabolismo muscular (Eder, 2009; Sahoo et al., 2011). En la gastropatia por AINEs, se ha
reportado que participa mediante el reclutamiento de neutréfilos, activacion de moléculas
de adhesion, asi como la induccidn y regulacién de otras citocinas; sin embargo, también
es un potente inhibidor de la secrecidén de HCl y paraddjicamente puede ser capaz de
inducir la expresion de COX-2 e iNOs, generando cierto grado de resistencia a las lesiones,
por lo que su papel en el dafio gastrico aun no es comprendido del todo (Gyenge et al.,

2013).

1.3 Alternativas terapéuticas para reducir el dafio gdstrico generado por AINEs

Todos los AINEs disponibles en el mercado, estdn asociados con efectos secundarios
potenciales particularmente a nivel cardiovascular y gastrointestinal (Becker et al., 2004;
Szura and Pasternak, 2014). Hasta el momento, las estrategias disponibles en el mercado
para reducir el dafio gastrico incluyen la terapia conjunta con farmacos de diversa
naturaleza y mecanismos de accion (Ueda et al., 2015); dichas estrategias se enfocan en el
uso de inhibidores selectivos de la COX, la supresién de acido clorhidrico (Latimer et al.,
2009), la sustitucion de las prostaglandinas con analogos (Nordgren et al.,, 2014) y
finalmente el uso de combinaciones entre AINEs con otras moléculas gastroprotectoras

(Wallace, 2007).

Hace mds de una década, se disefaron los AINEs selectivos para la COX-2 (Coxibs), con la
finalidad continuar con la terapéutica antiinflamatoria por AINEs sin los efectos adversos a
nivel gastrointestinal (Stileyman et al., 2007; Watson et al., 2000). En su aplicacion clinica,
aunque lograron una reduccion del dafio gastrico; se reporté en los pacientes que los
consumian de manera cronica, efectos tales como tromboembolias e infarto al miocardio,
lo que obligd a retirar del mercado a rofecoxib en 2004 e incluso a recomendar discrecién
en el uso de otros AINE solos o en conjunto con antiagregantes plaquetarios (Fosbgl et al.,

2010; Lazzaroni and Bianchi Porro, 2004; Watson et al., 2000). Por lo que el uso de los
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coxibs no logré ser una estrategia optima para reducir el dafio gastrico generado por

AINEs (Fosbgl et al., 2010; Watson et al., 2000).

Las estrategias para reducir el dafio gastrico mas utilizadas en la actualidad, incluyen la
coterapia con otro tipo de farmacos como los supresores de la secrecion de acido
clorhidrico (Nordgren et al., 2014). Entre ellos los antagonistas de receptores de histamina
tipo Hy, que inhiben de manera competitiva la unién de histamina con los receptores de
histamina H; de la célula parietal logrando suprimir la secrecion de HCI, sin embargo
incrementan el riesgo de sangrados gastricos, ya que suelen enmascarar los sintomas de
alarma (vémitos, dolor estomacal o dolor de cabeza), por lo que ha comenzado a
disminuir su uso (Becker et al.,, 2004). El otro grupo de farmacos empleados en la
coterapia para el dafio gastrico generado por AINEs son los inhibidores de la bomba de
protones (H+/K+ -ATPasa) cuyo mecanismo de accién consiste en formar una unién
covalente con la subunidad alfa de la H+/K+ -ATPasa, inhibiendo la actividad de esta
ultima de forma irreversible; estos farmacos reducen el dafio gdstrico en combinacién con
AINEs tradicionales, pero una de sus desventajas es el alto impacto econdmico en los
pacientes, ya que tendran que sostener un tratamiento de hasta 8 semanas en promedio
para disminuir la lesion (Abramson and Weaver, 2005; Biswas et al., 2003; Latimer et al.,
2009). Ademas, se ha reportado que el uso prolongado de omeprazol esta asociado a la
posibilidad de efectos adversos tales como fracturas de cadera, deficiencia de hierro y
cobalamina; asi como un incremento en la microbiota intestinal patdgena, fendmeno
conocido como disbiosis intestinal, dicho evento incrementa el riesgo de sufrir ulceras y

perforaciones intestinales (Thomson et al., 2010; Wallace et al., 2011a).

Entre las terapias para disminuir el dafio gastrico generado por AINEs empleadas en
menor frecuencia o bajo circunstancias especiales, se encuentra el uso del misoprostol, un
analogo de la prostaglandina que se utiliza para sustituir localmente las prostaglandinas
inhibidas por AINEs y que en la clinica logra una reduccién efectiva del dafio gastrico;
desafortunadamente sus efectos secundarios como diarrea frecuente, dolor abdominal
constante y ser un potente abortivo limitan su uso, por lo que rara vez son prescritos
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(Becker et al., 2004; Cavallini et al., 2006). Finalmente, en cuanto a los AINEs tradicionales
como la aspirina, se han sintetizado farmacos como aspirina liberadora de éxido nitrico
(NO-AINE) y sulfuro de hidrégeno (H2S-AINE) que han reportado una disminucion del dafio
gastrico; esta clase de farmacos aun se encuentran en fase de investigacién clinica

tempranas por lo que sus efectos secundarios no han sido definidos (Wallace, 2007).

1.4 Acido docosahexaenoico (DHA)

Recientemente se ha mostrado predileccién por el empleo de terapias con productos de
origen natural; como es el caso del aceite de pescado que es rico en acidos graso omega-3
(PUFA n-3, por sus siglas en inglés)(Pineda-Peiia et al., 2012); los cuales son importantes
para la estructura de membrana celular, absorcién de vitaminas, regulacion del
metabolismo y multiples procesos celulares (Connor, 2000; Hashimoto et al., 2016;
Kantha, 1987). Entre los principales componentes del aceite de pescado se encuentran el
acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (Kantha, 1987; Serhan,
2006), a los cuales se les atribuye la mayoria de sus propiedades terapéuticas (Calder,
2009; Hashimoto et al., 2016). En cuanto al dcido docosahexaenoico, este estd formado
por 22 carbonos y 6 dobles enlaces (Figura 4), y es un acido graso poliinsaturado omega-3
(PUFA n-3). En los seres humanos el DHA no puede sintetizarse de novo (al carecer de A12-
y A15-desaturasas), obteniéndose directamente del consumo de alimentos ricos en acidos
grasos esenciales como son el aceite de pescado cuya composicién de DHA varia entre un
6 a 12 % dependiendo de su origen, pero también lo podemos encontrar en las semillas de
girasol, cartamo, calabaza, sésamo, maiz, soja, haba, nuez, linaza, germen de trigo en
rangos de 7 a 20 % en forma de precursores (Applegate and Glomset, 1986; Holub, 2002;
Pineda-Pena et al.,, 2012; Sargent, 1997). En la actualidad, el DHA es utilizado como un
suplemento nutricional en diversas formulaciones que contienen aceite de pescado
(Holub, 2002; Tvrzicka et al., 2011); donde la composicion de DHA en cada formulaciéon y
las recomendaciones individuales de cada estudio clinico realizado, hace dificil establecer

un consenso global en las dosis minimas y maximas recomendadas para su consumo
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(Simopoulos, 2002). Hasta el momento, la dosis recomendada de DHA para disminuir el
riesgo de diversas patologias en un adulto, es de al menos 200 mg al dia solo y de 200 a
500 mg al dia en combinacidn con otros omega-3 (equivalente a 3-5 porciones de pescado

a la semana)(Bradbury, 2011; Intake, 2014; Tvrzicka et al., 2011).
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Figura 3. Estructura quimica del 4cido docosahexaenoico. Fuente:(Holub, 2002).

Se ha reportado el papel esencial del DHA para el desarrollo de la sinaptogénesis en el
sistema nervioso central (SNC) de los seres humanos, ya que puede encontrarse en los
aminofosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS) de las membranas
neuronales y los foto receptores; surgiendo la importancia del consumo de DHA pre-
formado en la dieta para el mantenimiento de concentraciones adecuadas de DHA en los
tejidos (Lukiw and Bazan, 2008; Yadav et al., 2012). Se han documentado extensamente
los beneficios de sus propiedades antiaterogénicas y antitrombdticas pero principalmente
su papel como cardioprotector y neuroprotector, especialmente por disminuir el estrés
oxidativo al que estd sometido la célula; también recientemente se comenzd a estudiar su
participacién en la inflamacidn y el dolor (Mayurasakorn et al., 2011a; Nakamoto et al.,
2010; Nowak, 2013; Picq et al., 2010; Pineda-Pefia et al., 2012). Adicionalmente, se ha
documentado que el consumo PUFA n-3 ejerce efectos en la resolucidén de la respuesta
inflamatoria; debido a un mecanismo que involucra la competencia del DHA con el acido
araquiddnico por las enzimas omega oxidasas del citocromo P450 (CYP) especificamente
por la CYP4F2, reemplazando al acido araquiddnico en las vias de lipooxigenasa (LOX) o
ciclooxigenasa (COX) particularmente COX-2, lo que resulta en el bloqueo de la produccion

de los eicosanoides inflamatorios y recientemente se reporta la participacidon de
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mediadores derivados del DHA en la resolucion del proceso inflamatorio conocidos como
resolvinas, protectinas y maresinas (Dalli and Serhan, 2016; Morisseau et al., 2010;

Nauroth et al., 2010; Zhang et al., 2013).

Con respecto a su papel en la gastroproteccién, autores como Bhattacharya en 2006, Al-
Harbi en 1995, Manjari y Das en 2000 mencionan los beneficios de la administracion
crénica de aceite de pescado en diversos modelos de dafio gastrico, debido a que es rico
en acidos grasos poliinsaturados omega-3 (Al-Harbi et al., 1995; Bhattacharya et al., 2006;
Faust et al., 1989; Manjari and Das, 2000). Sin embargo, no se habia podido determinar
cual de todos los acidos grasos poliinsaturados es el responsable del efecto
gastroprotector y de manera general autores como Faust et al., en 1989 proponen como
mecanismo gastroprotector la modulacién de prostanoides y otras moléculas implicadas
en el proceso de inflamacién del tejido gastrico (Faust et al., 1989). Recientemente
nuestro equipo de trabajo demostré que la administracién Unica de DHA como compuesto
puro, presenta un efecto gastroprotector ante el dafio generado por la indometacina;
ademas de que produce una disminucion en LTBas y el TNF-o; por ello, se postula la
modulacion de dichas moléculas como el posible mecanismo por el cual el DHA ejerce su

efecto gastroprotector (Pineda-Pefia et al., 2012).

1.4.1 Resolvinas derivadas del dcido docosahexaenoico (RvD) y sus receptores

El andlisis lipiddmico de exudados en fase resolutiva de algunos modelos de inflamacién,
reportaron la presencia de compuestos denominados resolvinas, entre los que se
encuentran las resolvinas de la serie D (RvD) (Serhan, 2006; Serhan et al., 2007). La
biosintesis de resolvinas se lleva a cabo a partir del DHA presente en la membrana
fosfolipidica, por acciéon de las enzimas Lipoxigenasas LO-15 y LO-5 presente en
polimorfonucleares donde puede ser convertido al menos 5 tipos diferentes de resolvinas
(RvD1, RvD2, RvD3, RvD4 y RvD5) (Serhan et al.,, 2007). Al respecto, las resolvinas son
mediadores de cardacter lipidico que se han reportado como los responsables de limitar la

infiltracion de polimorfonucleares en modelos de inflamacién y estimular a macrdfagos
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para efectuar la fagocitosis, que contribuye activamente en la remocion de restos
celulares y polimorfonucleares apoptdticos (Seki et al., 2010; Spite et al., 2009).

Hasta el momento se han identificado dos receptores para resolvina D1, el GPR32 en seres
humanos y el otro denominado ALX, un receptor también identificado para la lipoxina A4
gue ademds de mediar la adherencia del leucocito al endotelio, se encuentra involucrado
en la actividad fagocitica del macréfago (Krishnamoorthy et al., 2010; Weylandt et al.,
2012). Aunque también se ha reportado la interaccién de DHA y RvD1 con los receptores
GPR40 (FFAR 1) y GPR120 (FFAR 4) en modelos de nocicepcidén, asi como en ensayos de
interaccidon celular donde participan en procesos anti-inflamatorios a través de los
mecanismos mediados por macréfagos (Nakamoto et al., 2010; Norling et al., 2012; Oh
and Olefsky, 2012). Los receptores identificados o aquellos en donde se ha reportado la
interaccion con RvD1, son receptores acoplados a proteina G (GPCRs) que forman parte de
una extensa familia de receptores que comparten caracteristicas estructurales en comun
(Oh and Olefsky, 2012). Estructuralmente, los receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
se componen de una cadena polipeptidica sencilla de longitud variable que posee siete
regiones transmembranales formadas por hélices a sencillas, tres asas extracelulares
(ECL1-3) y tres asas intracelulares (ICI1-3) (Lu and Wu, 2016). La region extracelular suele
especializarse en los dominios de unidn a ligando, mientras que la regidn intracelular se
encuentra estrechamente relacionada con las subunidades a y Py de la proteina G
(Gurevich et al., 2012). Entre las principales funciones de las proteinas G, se encuentra su
capacidad de activar la produccion de segundos mensajeros que actian como moléculas
de sefializacién hacia los efectores citoplasmaticos, que finalmente llevan a cabo las
acciones celulares (Heifetz et al., 2016).

En cuanto a GPR32, este ha sido plenamente identificado en humano con un peso de 40
kDa (356 aa), pero su contraparte en rata permanece desconocido, se reporta que
incrementa su expresidn en monocitos en presencia de zymozan en modelos de
inflamacién in vitro, asi como su participacidn en la inhibicién de infiltracién de
polimorfonucleares mediada por RvD1 y de la estimacién de fagocitosis en macrdfagos

(Krishnamoorthy et al., 2010; Norling et al., 2012). Mientras que el receptor GPR40
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actualmente conocido como receptor de acidos grasos libres 1 (FFAR 1), de 31.4 kDa se
encuentra distribuido en células B del pancreas donde al unirse a acidos grasos libres
promueve la liberacién de insulina y en sistema nervioso donde se ha demostrado que
media el efecto antinociceptivo de RvD1 a través de la liberacion de -endorfina (Briscoe
et al., 2003; Mobraten et al., 2013; Nishinaka et al., 2013). Finalmente, el receptor GRP120
(FFAR 4) de 40.9 kDa, se ha descrito en diversos tejidos incluyendo epitelio intestinal,
tejido adiposo, y macréfagos; se activa por acidos grasos libres (FFA) y se ha reportado
que inhibe la activacion de NFkB en células Caco-2, presentando accién anti-inflamatoria
al inhibir a TNF-a o previniendo la activacién de IKK en macréfagos (Mobraten et al., 2013;
Nakamoto et al., 2012; Oh and Olefsky, 2012). Hasta el momento no se han identificado
completamente las vias de sefializacion mediante las cuales dichos receptores llevan a
cabo sus acciones, ya que los diferentes estudios in vitro se han centrado en la expresion
de los receptores en ciertos tejidos y su accion especifica en los mismos, por lo que una

generalizacién de sus mecanismos resultaria muy prematura (Moniri, 2016).
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2. ANTECEDENTES

El dafio gdstrico generado por AINEs, ha sido extensamente documentado; por lo que ya
esta establecido el potencial ulcerogénico de la indometacina (Bjarnason et al., 1986;
Suwa et al., 1987; Wallace and McKnight, 1993). Diversos estudios en modelos murinos de
dafio gastrointestinal por indometacina, han reportado el incremento en la produccién de
LTBs (Asako et al., 1992; Mion et al., 1994), ICAM-1 (Okada et al., 1998; Wallace and
McKnight, 1993), TNF-a (Appleyard et al., 1996; Zhang et al., 2008), asi como la infiltracién
de neutrofilos (Asako et al., 1992). Consideramos importante mencionar el estudio
reciente de Bindu et al., 2013 donde se reporta la participacion de NFkf3 en el dafio
gastrico generado por la administracion de 48 mg/ kg de indometacina en ratas, asi como
un incremento en el estrés oxidativo de la célula y de la actividad de NF«[3 (Bindu et al.,

2013).

En las ultimas décadas los estudios sobre la administracion crénica de aceite de pescado,
como el de Al-Harbi et al., 1995 reportan que la administraciéon de aceite de pescado (5 y
10 mg/kg, p.o.) redujo el dafio gastrico generado por aspirina (200mg/kg, p.o.) e
indometacina (300 mg/kg, p.o.) en ratas Wistar. Mientras que Ghosh et al., 2013 reporta
gue la administracién de 1.5 g diarios aceite de pescado puede atenuar el dafo ante la
colitis severa en ratas con alta ingesta de acidos grasos omega 6, aunque no tenia efecto
alguno en modelos de sepsis. También Bhattacharya et al., 2006 reporta que el aceite de
pescado (50, 100 y 200 mg/kg, p.o.) durante 5 dias protegian la mucosa gastrica del dafio
por aspirina (200 mg/kg) en ratas Wistar; Hudert et al., 2006 demuestra que una dieta rica
en acidos grasos omega 3 en ratones transgénicos disminuye los niveles de ciertos
mediadores inflamatorios como LTB4, II-1 y TNF-a asi como la actividad de NFkB incluso
en la sobreexpresién de genes relacionados con colitis. Finalmente Bhattacharya et al.,
2007 identifica que una dieta enriquecida con un 90% de aceite de pescado (con un alto

radio de DHA) durante 8 semanas logra reducir los niveles de TNF-o en ratones C57BL/6,
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por lo que evidencian las propiedades citoprotectoras de los acidos grasos omega-3 en el

tracto gastrointestinal.

En la actualidad se reconocen las propiedades citoprotectoras del DHA; los antecedentes
que reportan el papel del DHA en modelos inflamatorios asociados a la mucosa
gastrointestinal son escasos, por ejemplo Camuesco et al., 2006 sefala que una dieta rica
en DHA (3.7-1.8 %) disminuye a LTB4, TNF-ao y MPO en un modelo de colitis en ratas. Sin
embargo, en cuanto a modelos inflamatorios tenemos el estudio reportado por
Raederstorff et al., 1996 que reporta que una dieta rica en DHA (1%) durante 6 semanas
disminuye los niveles locales de MPO y LTB4 en la inflamacién aguda inducida por éster de
forbol (TPA) en la oreja de ratones; mientras que Honda et al., 2015 describe la
disminucion de los niveles de TNF-a en macrdéfagos murinos estimulados con
lipopolisacaridos (LPS) que fueron tratados con DHA. Recientemente Allam-Ndoul et al.,
2016 reporté que el DHA tiene la capacidad de inhibir la expresion del gen de NF-kB en un
modelo de macréfagos THP-1. Cabe mencionar que en la actualidad los potenciales

mecanismos para los efectos del DHA son atribuidos a las resolvinas.

En cuanto a las resolvinas, si bien hasta la fecha se ha reportado su papel en la proteccién
del sistema nervioso central (Calder, 2012), debemos considerar los antecedentes
relacionados con la modulacion del proceso inflamatorio. Serhan et al., 2002, reportan
haber logrado la sintesis de los mediadores pro-resolutivos que habian sido identificados
en exudados inflamatorios a los cuales denominan resolvinas, y que pueden ser derivados
del acido docosahexaenoico. Asi mismo, Hudert et al., 2006 identifican resolvinas en las
muestras de tejido obtenidas de colon de ratones transgénicos con colitis con una dieta
rica en acidos grasos omega-3 (Hudert et al., 2006). El estudio realizado por Sun et al.,
2007 reporta que la administracién intravenosa de resolvina D1 a dosis de 100 ug reduce
la infiltracion de polimorfonucleados en un 35% comparados con su control, en un modelo
de induccién de inflamaciéon y activacién de leucocitos con zymosan A. Spite et al., 2009
indica que ratones con peritonitis, inducida por puncién cecal, la administraciéon
intraperitoneal de resolvina D1 (100 pg) disminuye la interaccion de leucocitos con el
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endotelio, esto por la modulacion directa de los receptores de moléculas de adhesion en
los neutrdfilos, asi como participa en la disminucién del estrés oxidativo de las células

intestinales.

Recientemente se han reportado algunos estudios que relacionan al DHA o a las resolvinas
(Rvs) con los receptores de acidos grasos libres (FFAR). Por ejemplo Krishnamoorthy et al.,
2010 demuestran la interaccién de RvD1 con los receptores acoplados a proteina G
denominados AXL y GPR32, los cuales disminuyen la polimerizacion de actina, la
infiltracion de polimorfonucleares y estimulan la fagocitosis en macréfagos; ademas
reporta que RvD1 también disminuye la actividad de NFkB estimulada por TNF-a, todo
esto en polimorfonucleares humanos. Nakamoto et al., 2012 reportan que el efecto
antinociceptivo del DHA, esta mediado por la activaciéon de los receptores acoplados a
proteina G denominados GRP40 (FFAR 1) y GRP120 (FFAR 4), encontrando que este ultimo
se expresa también en intestino. Mientras que Zhao et al., 2017 evalta en un modelo de
colitis con ratones knock out para IL-10, el pre-tratamiento con DHA (5.5mg/kg al dia),
este promueve la expresién de GPR120 (FFAR 4) y probablemente moléculas implicadas

en la regulacion de NFkB.

Hasta el momento el antecedente directo a este proyecto, es la investigacién realizada por
nuestro equipo de trabajo, en el que se demostré que la administracion de DHA disminuye
el drea de lesiones (mm?) generada por la administracién de 30 mg/ kg de indometacina,
con un efecto dosis dependiente. Donde se demostré que el DHA mantiene los niveles
basales de LTB4, asi como la expresion de TNF-a en el tejido gdstrico (Pineda-Pefia et al.,
2012). Recientemente el estudio de Han et al., 2016, reporta que otro acido graso omega
3, el acido eicosapentaenoico (EPA), presenta un efecto gastro y enteroprotector ante el
dano por indometacina en un modelo de ratones transgénicos fat-1, asociando dicho
efecto a la posible activacion del receptor de acidos grasos 4 (FFAR 4) (GPR120). Sin
embargo no existen mds antecedentes que asocien directamente el efecto
gastroprotector del DHA con algun mecanismo especifico ni se ha identificado el efecto

enteroprotector del mismo.
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

La toxicidad gastrointestinal asociada con los farmacos anti inflamatorios no esteroideos
continua siendo un problema médico y socioecondmico importante a pesar de los
recientes avances farmacéuticos; por lo que se le considera una "epidemia silenciosa" vy,
por lo tanto, se enfatiza la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para
mejorar la tolerabilidad de los AINEs, especialmente porque son los medicamentos mas
prescritos en el mundo ya que constituyen la principal terapia en las condiciones crénicas
caracterizadas por inflamacién y dolor (Abramson and Weaver, 2005; Wallace, 2013). Se
ha demostrado que el consumo crénico de AINEs es una de las principales causas de
lesiones gastrointestinales, entre ellas las ulceras caracterizadas por inflamacion vy
sangrado en los pacientes no tratados, desarrollando a la larga complicaciones como
atrofia e incluso cancer gastrico (Davies and Wallace, 1997). En México, las ulceras
gastricas y duodenales se reportan semanalmente en el Sistema Unico de Informacién
para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE) con la clave CIE 10 K25-K29, ocupando el cuarto
lugar dentro de las veinte principales causas de enfermedad durante el 2015 y ubicandose
entre las 20 primeras causas de mortalidad en la poblacién en los ultimos 5 afos

(Direccion General de Epidemiologia, 2015).

Ha sido bien establecido que los AINEs bloquean las ciclooxigenasas que intervienen en la
respuesta inflamatoria normal y por lo tanto, bloguean la produccién local de
prostaglandinas, asociandose con incremento en la permeabilidad de acido y pepsina en la
mucosa originando erosiones y ulceras gastricas (Bastaki and Wallace, 1999). La mayoria
de los AINEs disponibles en el mercado no son selectivos, por ello los enfoques
terapéuticos para reducir los efectos gastrointestinales asociados a los AINEs estan
dirigidos a un cotratamiento, ya sea con inhibidores de la bomba de protones, agonistas
de receptores de histamina H; y antiacidos junto con la implementacion de medidas

higiénico dietéticas; sin embargo, no se ha alcanzado una reduccién en la incidencia de
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estos casos. Ademas, el dafio en la mucosa gastrointestinal generado por AINEs involucra
la lesién del tejido per se e implica a una serie de mecanismo y moléculas implicados en la
inflamacidn; por otra parte, se ha reportado recientemente la citoproteccidon que ofrecen
los acidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFA) en diversos tejidos, siendo
particularmente de interés el acido docosahexaenoico (DHA), del cual diversos estudios
destacan sus efectos citoprotectores en sistema nervioso y recientemente la participacién
de resolvinas derivadas del mismo (RvDs). Sin embargo, hasta el momento no se ha
estudiado el efecto enteroprotector del DHA en modelos de dafio gastrointestinal, ni
tampoco las moléculas o mecanismos por los cuales podria llevar a cabo este efecto por lo

gue consideramos importante determinar experimentalmente una posible via implicada.

25



4. HIPOTESIS

El DHA (acido docosahexaenoico) podria generar un efecto gastro y entero protector en el
dano gastrointestinal inducido por indometacina en un modelo murino, probablemente a
través de la modulacién de algunas moléculas como MPO, LTB4, TNF-a, ICAM-1, RvD1 y

receptores para lipidos.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluacién de los mecanismos y moléculas implicados en el efecto gastro y entero
protector del DHA (acido docosahexaenoico) en el dafio gastrointestinal inducido por

indometacina en un modelo murino.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1.Evaluar el efecto gasto y entero protector del DHA en el dano gastrointestinal
generado por indometacina en un modelo murino.

2.Valorar la infiltracién de leucocitos después de la administraciéon de DHA en el dafio
gastrointestinal generado por indometacina.

3.Determinar la participacion de TNF- o en tejido gastrico e intestinal y evaluar la
translocacidn nuclear de NFkf3 en el tejido gastrico después de la administracion de
DHA en el dafio gastrointestinal generado por indometacina.

4. Cuantificar los niveles de RvD1 en el tejido gastrico e intestinal y cuantificar los
niveles de ICAM-1 e II-1B en tejido gastrico después de la administracion de DHA en
el dafio gastrico e intestinal generado por indometacina.

5.ldentificar la expresion de los posibles receptores de membrana implicados en el
efecto gastro protector del DHA en el tejido gastrico después de la administracién

de DHA en el dafio gastrico generado por indometacina.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir nuestros objetivos se ha desarrollado la siguiente metodologia general
(Diagrama 1): primero a través de la administracién de DHA en el modelo de dafio
gastrointestinal inducido por indometacina en el modelo murino evaluamos el efecto
gastro y entero protector del DHA, de donde se obtuvieron muestras de tejido.
Posteriormente se les cuantificé los niveles de MPO, y por medio del ensayo por
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) los niveles de LTBs, TNF-a y RvD1; se realizaron
cortes histoldgicos a nivel gastrico e intestinal. Ademas, se cuantificaron los niveles II-1f3,
ICAM-1y la evaluacidn de la translocacién nuclear de NF«k[3 a nivel gastrico. Finalmente se
determiné la expresién de los posibles receptores implicados en el efecto gastroprotector
del DHA como podrian ser los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) GPR40 (FFAR 1)
y GPR120 a través de la técnica de Western blot en tejido gastrico para finalmente realizar
un andlisis, presentacion y discusidon de resultados que nos permitan la elaboracion de

conclusiones.

Administracion de DHA en modelo de dano
gastrointestinal generado por laindometacina
en un modelo murino, evaluando el efecto
gastro y entero protector.

N\

« v l

Valoracion de la
infiltracion de
leucocitos a
través de
cuantificacion
de MPO, LTB, y
corte histologico
(H&E) a nivel
gastrointestinal.

! Cuantificacion por
ELISA de los niveles
gastrointestinales
de TNF-a y
evaluacion de la
translocacion
nuclear de NFxf en
el tejido gastrico.

4 Cuantificacidn
de los niveles de
RvD1 a nivel
gastrointestinal
y cuantificacion
de los niveles de
ICAM-1ell-1B
en el tejido
gastrico por
ELISA .

5 Determinacion por la
técnica de Western blot de
la expresion de los posibles
receptores de membrana
implicados en el efecto
gastroprotector del DHA en
el tejido gastrico, como
GPR40 y GPR120.

Diagrama 1. Estrategia metodoldgica general
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Fdrmacos y Reactivos

Todos los reactivos y farmacos fueron preparados momentos previos a su uso; la
indometacina fue disuelta en NaHCOs al 5%, el omeprazol y pentoxifilina fueron disueltos
en NaCl 0.9 % y se utilizé aceite de oliva como vehiculo para el 4cido docosahexaenoico.
Indometacina (17378), omeprazol (0104), 4cido docosahexaenoico (D2534), 4cido
etildiaminotetraacético [EDTA] (E6758), acetato de sodio (52889), acido N-(2-hidroxietil)
piperazina-N'-2-etano-sulfénico [HEPES] (H4034), albumina sérica bovina (B4287),
bisacrilamida (M7279), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (H6269), dihidrocloruro de
tetrametilbenzidina (T3405), dimetilformamida (D4551), dodecil sulfato sédico (436143),
fluoruro de fenilmetilsulfonilo [PMSF] (P762), fluoruro de sodio (S7920), glicerol (G5516),
laemmli 2X (S3401), MgCl, (M8266), NaCl (S7653), NazHPOs (S5136), NaH,PO4 (S5011),
ortovanadato de sodio (56508), pentoxifilina (P1784), perdxido de hidrégeno (216763),
ponceau S (P3504), sacarosa (50389) y Tritdon X-100 (T9284) fueron obtenidos de Sigma
Aldrich (St Louis, MO, USA). Albumina de suero bovino (BSA) (0332) obtenida de Amresco
(Solon, OH, USA). El kit de inmunoensayo ligado a enzimas para LTBs (52011), RvD1
(500380), deteccidon de translocacion nuclear de NFx[3 (10007889) y el estandar de MPO
(485014) obtenidos de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA). El kit de
inmunoensayo ligado a enzimas para TNF-a (EMTNFA), ICAM-1 (EMICAM) e II-1B
(EM21L1p), asi como los anticuerpos secundarios goat anti-mouse 1gG (A24518) y goat
anti- rabit 1gG- HRP (A24537) fueron obtenidos de Invitrogen - Thermo Fisher Scientific
Inc. El Coctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (11873580001) se obtuvo de Roche. El
agua usada para el inmunoensayo fue purificada en un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA). Acido fosférico (0260-03), CH3OH (9070-03), C;HsO (9014-03), KCl (4001-01),
K2HPO4 (3252-01), KH2PO4 (3246-19), NaCl (3624-19), NazHPO4 (4062-02) y NaHCO3 (3606-
07) fueron obtenidos de JT. Baker Chemical Co. (Center Valley, PA, USA). Acrilamida
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(1610107), azul de coomasie G 250 (1610406), glicina (1610718), membrana de
nitrocelulosa (1620115), persulfato de amonio (1610700), tetra-metil- etilendiamina
(TEMED) (1610800), tris [hidroximetil] aminometano (1610719), tween 20 (1706531), TBS
solucion (1706435), el reactivo para deteccion Clarity Western ECL (170-5061) vy el
marcador de peso molecular dual color (25002) obtenidos de Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, USA). Los anticuerpos primarios para Lamina 1 (20682), GAPDH (365062),
GPR120 (390752), GPR40 (28416), - actina (SC-1615) y los anticuerpos secundarios para
GPR120 (SC-2380), para GPR40 y [B-actina (SC-2354) fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA). El anticuerpo secundario para Lamina 3 (KPL 04-
15-06) y el anticuerpo secundario para GAPDH (KPL 074-1806) fueron obtenidos de KPL
antibodies de Sera-Care Life Sciences (Milford, MA, USA).

8.2. Animales

Todos los animales experimentales fueron tratados cumpliendo con las normas
internacionales y acorde a la Norma Oficial Mexicana (NOM- 062- ZO0O-1999) para la
produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio; ademas de ser aprobado por el
Comité de Bioética de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia (nUmero de registro:
ENMH-CB-139-2015). Los experimentos se realizaron con ratones machos BALB/c (6-9
semanas de edad) obtenidos de laboratorios Harlan (Ciudad de México, México) y del
bioterio del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CINVESTAV-IPN)(Protocolo 0184-03). El tamafio de la muestra por grupo fue de
cinco a siete animales. Los ratones fueron acondicionados en jaulas de policarbonato bajo
condiciones de temperatura controlada (22 + 1°C), con ciclos de luz-oscuridad (12 h),
alimentadas con comida en pellets estdndar y agua de grifo ad libitum durante 2 a 3
semanas previas al experimento. Los animales fueron privados de alimento 12 h previas al
experimento, pero con libre acceso al agua. Al término de cada experimento, los animales
fueron eutanizados en camara de CO, o para la obtencion de muestra sérica fueron
anestesiados con ketamina (100 mg/kg, i.p.) y xilacina (7.5 mg/kg, i.p.) para después
realizar una exanguinacién por puncién cardiaca.
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8.3 Evaluacion del dafio gdstrico e intestinal generado por la administracion aguda de
indometacina a diferentes dosis

Se llevé a cabo una curva dosis-respuesta del dafio gastrico e intestinal generado por
indometacina a diferentes dosis, basandonos en la metodologia descrita por Souza et al.,
en 2004, LoGuidice et al., en 2010 y Wallace et al., en 2011, con algunas modificaciones.
En ambos casos, se administrd por via oral (a través de una canula metdlica) indometacina
a dosis Unica de 1, 3, 10 y 30 mg/kg o el mismo volumen de vehiculo (NaHCOs3 al 5%)
respectivamente, a ratones machos de la cepa BALB/c (6 — 9 semanas) con ayuno previo
de 12 h y con libre acceso al agua (LoGuidice et al., 2010; Wallace et al., 2011b). Cinco h
después de la administracién de indometacina, para el dafio géstrico, los animales fueron
eutanizados para extraer el estdmago y este se extendid completamente; efectuando el
analisis macroscopico de las lesiones, para lo cual se tomd una fotografia del estdmago
completamente extendido y mediante el programa ImagelJ (Versién 1.45) se mide el largo
y ancho de cada lesién, obteniendo la suma total del drea de lesién (mm?2) para cada
ratén. Con el andlisis de los resultados obtenidos, se eligidé un tiempo de cinco horas como
el adecuado para cuantificar las lesiones gastricas, ya que presentdé mayor nimero de
lesiones. Con respecto al dafio intestinal, veinticuatro h después de la administracion de
indometacina, los animales fueron eutanizados, para la extraccién y extensiéon del
intestino, se midié y dividié en cuatro partes para efectuar el analisis macrdscopico de las
lesiones en la tercera y cuarta parte, obteniendo la suma total del area de lesién (mm?)

para cada raton.

8.4 Efecto gastro y entero protector del DHA (dcido docosahexaenoico) en el dafio

gastrointestinal generado por indometacina en el raton.

Ratones BALB/c (6 — 9 semanas) en condiciones previamente descritas fueron divididos
aleatoriamente en grupos y sometidas a un ayuno previo de 12 h, se les administré por via
oral una dosis Unica de 3, 10, 30 y 100 mg/kg de DHA o el mismo volumen de vehiculo

(aceite de oliva) y 2 h después se administré indometacina (30 mg/kg, p.o.), o el mismo
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volumen de vehiculo (NaHCO3 al 5%) en caso del grupo basal. Cinco y veinticuatro horas
después de la administracidon de indometacina, los animales fueron sacrificados en cdmara
de CO; extrayendo el estdmago o el intestino y extendiéndolo completamente; se efectud
el analisis macroscépico de las lesiones, de acuerdo a lo descrito en el punto 8.3. El
porcentaje de gastro y enteroproteccion fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:
% de proteccion = (IUC-IUT) x 100/IUC, donde IUC es el indice de ulcera del grupo testigo
(mm?2) y IUT es el indice de Ulcera (mm?) de los animales tratados tratado (Navarrete et al.,

2005).

8.5 Efecto gastro y enteroprotector del omeprazol en el dafio gdstrico e intestinal agudo

generado por indometacina en la rata.

Ratones BALB/c (6 — 9 semanas) en condiciones previamente descritas, fueron divididos
aleatoriamente en grupos y sometidas a un ayuno previo de 12 h, se les administré por via
oral una dosis Unica de 30 mg/kg de omeprazol o el mismo volumen de vehiculo (NaCl 0.9
%), 30 min después se administré indometacina en dosis Unica de 30 mg/kg por via oral
para inducir dafio gastrico e intestinal, respectivamente o el mismo volumen de vehiculo
(NaHCOs al 5%). La evaluacion del dafié gastrico o intestinal se determiné de acuerdo al
punto 8.3. El tiempo y las dosis de omeprazol fueron seleccionadas basandonos en la

metodologia descrita por Navarrete et al., en 2005 (Navarrete et al., 2005).

8.6 Cuantificacion de los niveles de mieloperoxidasa en tejido gdstrico e intestinal de raton
después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo generado por

indometacina.

La cuantificacion de los niveles de mieloperoxidasa (MPO) en tejido gdstrico e intestinal de
ratén, se llevé a cabo a través de la metodologia descrita previamente (Jung et al., 2012;
Seo et al., 2012; Yan et al., 2011). Brevemente, cada 300 miligramos de tejido gdstrico
fueron homogenizados por 30 s en un homogenizador de tejidos en 1 ml de una mezcla de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 0.5 % en 50 mM de buffer de fosfatos (pH 6),

sonicado por 10 s, seguido de tres ciclos de congelacién — descongelacidn, centrifugado a
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18 000 g por 20 min a 4 °C; el sobrenadante recolectado se utilizé para el ensayo (Seo et
al., 2012). Para el ensayo, 30 pl de sobrenadante de cada muestra se colocaron en cada
pozo con 200 pl de una mezcla que contiene 100 pl de amortiguador de fosfato salino, 85
ul de amortiguador de fosfato de sodio (pH 5.4) y 15 pl de perdxido de hidrogeno 0.017 %.
Posteriormente, la reaccidn se inici6 al afadir 20 pl de dihidrocloruro de
tetrametilbenzidina 184 mM en 8% dimetilformamida en solucién acuosa; el plato se
incuba por 3 min a 37°C y luego se detiene la reaccién anadiendo 30 pl de acetato de
sodio 1.46 M (pH 8) a cada pozo (Jung et al.,, 2012; Yan et al., 2011). Midiendo la
absorbancia a 620 nm y comparando los valores de las muestras con un estandar de MPO.
En este ensayo, el dihidrocloruro de tetrametilbenzidina al donar electrones permite la
reduccion del peroxido de hidrogeno a agua y un compuesto dadimina cuyo color azul

puede leerse a 620 nm.

8.7 Valoracion de la infiltracién de leucocitos por corte histoldgico y tincién con hematoxilina
eosina en tejido gdstrico e intestinal de raton después de la administracion de indometacina.

Se obtuvieron muestras de tejido gdstrico e intestinal, los cuales se fijaron con
formaldehido al 10% en amortiguador de fosfatos salino por 24 horas. Los cortes se
lavaron con agua corriente, se deshidrataron en alcoholes y se embebieron en parafina. Se
realizaron cortes 4-5 micras de espesor y se cubrieron con silano; cada corte se
desparafind y se rehidratd con xileno, alcohol absoluto y alcohol al 95% respectivamente.
Se realizé tincidon con hematoxilina y eosina para cada corte (Reyes-Gordillo et al., 2007).
Finalmente, el andlisis morfoldgico y las fotografias se realizaron con un microscopio
Optico marca Nikon Eclipse Slog con camara Nikon Digital Sigth DS-2mv integrada y un

objetivo 10X.

8.8 Cuantificacién de los niveles de LTB4, TNF-a, RvD1 en tejido gastrointestinal e -1/, ICAM-
1 en tejido gdstrico después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico e
intestinal agudo generado indometacina.

Se obtuvieron muestras de tejido gastrico e intestinal de ratones BALB/c (6 — 9 semanas)

con los diversos tratamientos e induccion de dafio gastrico e intestinal por la
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administracion de 30 mg/kg de indometacina, asi como con el respectivo anilisis
macroscopico de las lesiones a las 5 6 24 h. Las muestras de tejido gastrico e intestinal
fueron colocados en un microtubo (tubo eppendorf) que contiene 1 ml de amortiguador
de fosfatos (NaH,PO4 y Na;HPO4 10mM; pH 7.4); el tejido fue cortado con tijeras por 30 s,
incubado en bafio de agua (37 °C) con movimiento por 20 min, posteriormente la muestra
fue centrifugada (13 000 rpm) por 1 min, el sobrenadante fue guardado en un microtubo y
almacenado a - 70°C para la posterior cuantificacion de LTB4, TNF-o, RvD1 en tejido
gastrointestinal e II-13, ICAM-1 en tejido gastrico por el método de ELISA, de acuerdo a la
metodologia descrita previamente (Chavez-Pifia et al., 2008; Odashima et al., 2006;

Thong-Ngam et al., 2012).

La cuantificacion de LTBs y RvD1, se realizd acorde a las instrucciones del kit de
inmunoensayo ligado a enzimas para LTB4 (52011), RvD1 (500380) de Cayman Chemical
Co.. Brevemente, el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas del kit esta basado en la
competencia entre una cantidad constante de nuestro metabolito de interés ligado a
acetilcolinesterasa (AChE), y la cantidad indeterminada de nuestro metabolito de interés
en las muestras por la unidén a una cantidad constante de anticuerpo anti LTB4 o RvD1.
Este complejo de anticuerpo - LTB4 o RvD1, se une a un anti- IgG que esta previamente
unido al pozo; después de 18 h, la micro-placa se lavd para eliminar el exceso no unido vy,
posteriormente se afadid un sustrato para acetilcolinesterasa. Este sustrato permite una
reaccidon enzimatica, que da como resultado una coloracidon amarilla que puede ser leida
en un espectrofotémetro a 412 nm; la intensidad del color, es inversamente proporcional
a la cantidad de metabolito libre presente en las muestras durante el tiempo de desarrollo

del ensayo.

La cuantificacion de TNF-a, II-13 e ICAM-1 se realiz6 acorde a las instrucciones del kit de
inmunoensayo ligado a enzimas para TNF-a (EMTNFA), II-18 (EM2II1B) e ICAM-1
(EMICAM) obtenidos de Thermo Fisher Scientific Inc. . Brevemente, el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas del kit estd basado en la unién de una cantidad

indeterminada de nuestro metabolito deseado en las muestras con la unidn a una
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cantidad constante de anticuerpo anti TNF-a, II-13 6 ICAM-1 marcado con biotina . Este
complejo de anticuerpo - TNF-o, II-13 6 ICAM-1, se une a un anti- IgG que esta
previamente unido al pozo; después de 2 h, la micro-placa se lavd para eliminar el exceso
no unido y, posteriormente se afadidé peroxidasa conjugado con estreptavidina que se
une al anticuerpo marcado con biotina, después de 30 min se lava la microplaca y se
afiade un sustrato denominado TMB (3, 3°, 5, 5'- tetrametilbenzidina). Este sustrato
permite una reaccidon enzimdtica, que da como resultado una coloracién azul, esta
reaccion es detenida cuando se afiade acido sulfurico y finalmente nos da una coloracién
amarilla que puede ser leida en un espectrofotémetro a 450 y a 550 nm; la intensidad del
color, es inversamente proporcional a la cantidad de metabolito libre presente en las

muestras durante el tiempo de desarrollo del ensayo.

8.10 Obtencion de extractos nucleares para evaluar la translocacién nuclear de NFxp3 en el
tejido gdstrico después de la administracion de DHA en el dafio gdstrico generado por
indometacina.

Para la obtencion de los extractos nucleares de las muestras de tejido gastrico necesarios
para evaluar la translocacion nuclear de NF-k, se siguié la metodologia descrita por
Dimauro et al.,, en 2012 con algunas modificaciones (Dimauro et al., 2012). Primero, las
muestras del tejido gastrico de ratones BALB/c (6 — 9 semanas) pre-tratados con DHA y
con induccién de dafio gastrico por la administracion de 30 mg/kg de indometacina, se
enjuagan con amortiguador de fosfatos salino (PBS), se elimina el fondo del estémago y se
conserva el cuerpo y antro del estémago; esto debido a que son las regiones donde
aparecen y cuantificaron las lesiones. Posteriormente se colocan en un volumen final de
1200 pl de un amortiguador de Sacarosa-Tris-Magnesio (250mM Sacarosa, 50mM Tris-HCI
pH 7.4, 5 mM MgCl, e inhibidores de proteasas) y se homogeniza 2 min con un
homogenizador de teflon a una velocidad entre 600 — 1000 rpm (motor marca Glas-Con) y
se mantiene en hielo por 30 min; posteriormente se mezcla en un vortex a maxima
velocidad por 15 s y se centrifuga a 800 g por 15 min a 4°C, se obtiene el Pellet (PO) vy el
sobrenadante (SO) (con porcidn citosdlica y mitocondrias) el cual se centrifuga a 500 g por

15 min a 4°C y el sobrenadante obtenido se aparta como porcién citosdlica. El Pellet (PO)
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se resuspende en 1200 ul amortiguador de Sacarosa-Tris-Magnesio, se mezcla en un
vortex a maxima velocidad por 15 segundos y centrifugandolo a 500 g por 15 min a 4°C,
obteniendo el nuevo Pellet (P1) y se descartan los “debris celulares”. El Pellet (P1) se
resuspende en 1000 pl amortiguador de Sacarosa-Tris-Magnesio, mezclandolo en un
vortex a maxima velocidad por 15 s y centrifugandolo a 500 g por 15 min a 4°C,
obteniendo un nuevo Pellet (P2). Posteriormente, el Pellet (P2) se resuspende en 1000 pl
de Sacarosa-Tris-Magnesio y se analiza al microscopio para observar la limpieza de los
nucleos. Una vez verificado que el Pellet (P2) no contiene debris celulares se mezcla en un
vortex a maxima velocidad por 15 segundos y centrifuga a 1000 g por 15 minutos a 4°C
obteniendo un nuevo Pellet (P3). Esta pastilla (P3) se resuspende en 250 pl amortiguador
nuclear (20mM HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 0.5 NaCl, 0.2mM EDTA, 20% Glycerol, 1%
Tritdn X-100 e inhibidores de proteasas), se mezcla en un vortex a maxima velocidad por
15 segundos y se incuba en hielo por 30 minutos (ya que esta fraccién contiene los
nucleos). Finalmente los nucleos se lisan por sonicacién (15s-10s-15s-10s-15s al 60%) y
posteriormente se pasan 20 veces a través de una aguja calibre 18 g, después se
centrifuga a 9000 g por 30 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido (S3) es la que
contiene la fraccidon nuclear, se realizan alicuotas y se almacenan a -70°C. Con la finalidad
de evidenciar la pureza de nuestros extractos se realizd la cuantificacién proteica,
electroforesis, transferencia a membrana e inmuno deteccidon de lamina 1 y después

GAPDH.

8.11 Cuantificacion de proteinas por método de BCA (dcido bicinconinico)

Se determind la concentracién de proteinas de los extractos citosdlicos y extractos
nucleares para las diferentes inmuno detecciones por el método del acido bicinconinico
(BCA) mediante la comparacién de una curva estandar con albimina sérica bovina (BSA),
H20 39 pl y reactivo de Bradford 20 pl. Las muestras fueron leidas a dilucién 1:10 debido a
la alta concentracion proteica de las mismas y se leyeron a una longitud de onda de 595

nm en un espectrofotémetro nanodrop 1000 de la marca Thermo Scientific; después se
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determind la concentracion proteica interpolando el valor de las muestras en la curva

estandar de albumina sérica bovina.

8.12 Electroforesis en gel de poliacrilamida

A partir de los extractos totales, extractos citosdlicos y extractos nucleares para las
diferentes inmunodetecciones obtenidos en los procedimientos descritos en los puntos
8.10 y 8.12, se continud con la preparacion de las muestras agregando un amortiguador
de carga (Laemmli 2x) en una proporcion 1:1, y calentado a 90 °C por 5 min en bafio
Maria. Las proteinas fueron separadas por el método SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) en un gel al 12%. Se usé una carga de 30 pug de
proteina para la deteccidn lamina 31 y GAPDH. Se corrid la electroforesis a 120 mV por 90
min, usando el sistema de electroforesis MiniPROTEAN 3 (Bio- Rad). Al término de la
misma se efectud la tincién de los geles con azul de Coomassie para verificar la integridad

de proteinas y en su caso se continud con la transferencia a membrana de nitrocelulosa.

8.13 Transferencia a membrana de nitrocelulosa.

Para efectuar la transferencia a la membrana de nitrocelulosa, esta fue hidratada en el
amortiguador de transferencia, junto con el papel filtro y esponjas. Se prepard el
“sandwich” tipico de transferencia con el siguiente orden del anodo hacia el catodo:
esponja, papel filtro, gel de acrilamida con las proteinas de interés, membrana de
nitrocelulosa, papel filtro y esponja. La transferencia humeda fue llevada a cabo con el
sistema mini transblot Cell System (biorad) durante 80 min a 310 mA a 4 °C para ambas
proteinas. Al término de la transferencia se colocd la membrana en rojo ponceu para
verificar la eficiencia de la transferencia, dejandose por algunos min, y posteriormente se

lavd la membrana con H,O bidestilada hasta eliminar por completo el colorante.

8.14 Bloqueo e incubacion de la membrana con anticuerpos de interés

El bloqueo de las membranas se llevé a cabo colocando las membranas enen TBS-Tween
0.05% con 15% de leche libre de grasa por 1h a temperatura ambiente en agitacion.

Posteriormente se efectdan 3 lavados con TBS-Tween 0.05% 5, 10 y 15 min cada uno; al
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término de los lavados se realizd la incubaciéon con el anticuerpo primario con las

siguientes condiciones:

Lamina B1 policlonal (SC-20682) dilucién 1:1000 |todala noche a 4°C
GAPDH policlonal (SC- 365062) dilucién 1:500 toda la noche a 4°C

El anticuerpo para lamina 1 es un anticuerpo policlonal dirigido a los aminoacidos 401-
490 del C terminal de lamina B1 obtenido de conejo y purificado por afinidad, esta
proteina es esencial para la estructura y funcionalidad de la célula expresada
constitutivamente en nucleo (Camps et al., 2015), tiene un peso molecular de 67 kDa;
mientras que el anticuerpo para GAPDH es un anticuerpo policlonal dirigido a todos los
aminodacidos 1-333 del GAPDH, obtenido de ratén y purificado por afinidad, esta proteina
constitutiva suele utilizarse como control de la fraccidn citosdlica debido a la abundancia
de la misma en la regidon mitocondrial, tiene peso molecular de 37 kDa, se ha reportado
gue en musculo de raton es mas frecuente encontrar el dimero (banda de
aproximadamente 75kDa) (Sirover, 2014). Se utilizé la misma membrana para incubar las
proteinas de interés primero lamina B1 y después GAPDH, con la finalidad de evidenciar la

pureza de nuestros extractos nucleares.

Posteriormente se efectdan 3 lavados con TBS-Tween 0.05% 5, 10 y 15 min cada uno; al
término de los lavados se realizd la incubacion con el anticuerpo secundario respectivo

con las siguientes condiciones:

Anticuerpo secundario para lamina 31 |dilucién 1:6000 con 1 h a temperatura
(KPL 04-15-06) leche 1% ambiente en agitacién
Anticuerpo secundario para GAPDH dilucién 1:6000 con 1 h a temperatura
(KPL 074-1806) leche 1% ambiente en agitacién

Se realizan 3 lavados con TBS-Tween 0.05% 5, 10 y 15 min cada uno y se procede al
revelado. El anticuerpo secundario para lamina 31 es un anticuerpo policlonal de conejo
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dirigido a IgG y conjugado con HRP (peroxidasa de rdbano) obtenido de cabra y purificado
por afinidad. El anticuerpo secundario para GAPDH es un anticuerpo policlonal de ratén
dirigido a IgG y conjugado con HRP (peroxidasa de rdbano) obtenido de cabra y purificado
por afinidad. Se utilizé la misma membrana para incubar las proteinas de interés primero
lamina 1 y después GAPDH, con la finalidad de evidenciar la pureza de nuestros extractos

nucleares.

8.15 Revelado

Las membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia, utilizando luminol en presencia
de perdxido de hidrégeno en una relacidon 1:1, procurando cubrir la membrana en su
totalidad y colocdndolas en un casete de revelado exponiéndola a una placa radiografica
del mismo tamafio. Finalmente, se cerrd el casete para detectar la quimioluminiscencia
por tiempos de exposiciéon desde 30 s a 5 min. La mezcla de luminol y perdxido sirvid
como sustrato para la peroxidasa de rdbano (HRP) que esta conjugada con el anticuerpo
secundario, lo que permite una la quimioluminiscencia que se puede detectar al exponerla

membrana a la placa radiografica del mismo tamafio de la membrana.

8.16 Determinacion de la translocacién nuclear de NFxf3 en el tejido gdstrico después de la
administracion de DHA en el dafio gdstrico generado por indometacina.

Los extractos nucleares obtenidos fueron empleados para la determinacidon de la
translocacidn nuclear de NFkf utilizando el kit comercial NFk3 (p65) Transcription Factor
Assay Kit (10007889) de Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, USA). La técnica utilizada
en este kit combina el ensayo de movilidad eletroforética (EMSA) con el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). En este kit se utiliza una sonda que contiene
la secuencia especifica de DNA de doble cadena (dsDNA) que contiene un el elemento de
respuesta a NFkf3, el cual viene fijado en los pozos de la placa que provee el kit, cuando se
incuba el extracto nuclear de nuestras muestras, la forma activa de NFk[3 se une a este
elemento de respuesta y luego es detectado mediante la adicidon del anticuerpo primario

especifico dirigido contra NFkP (p65) y finalmente mediante a un anticuerpo secundario
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conjugado con HRP se obtiene una lectura colorimétrica sensible a 450 nm. Como control

positivo se utilizé extracto total de células Hela tratadas con TNF-c..

8.17 Obtencion de extractos totales para determinar la expresion de GPR120 (FFAR 4) y
GPR40 (FFAR 1) en el tejido gdstrico después de la administracion de DHA en el dafio gdstrico
generado por indometacina

Para determinar la expresién de las proteinas GPR120 (FFAR 4) y GPR40 (FFAR 1) con la
finalidad de evaluar su posible participaciéon en el efecto gastroprotector del DHA, una
muestra del cuerpo del estdmago de los grupos tratados con DHA, asi como en
condiciones basales y los respectivos vehiculos, fueron colocados en microtubos, pesados
y congelados en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados a - 70°C (Martin et al.,
2008). Para la obtencidn de extractos proteicos totales, se llevd a cabo la metodologia
descrita por Martin et al., en 2008, con ligeras modificaciones brevemente, se colocé la
muestra en un amortiguador de lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, 0.1 mMol PMSF, TritonX-100
al 1%, NaF 10 mM, Na3VOs4 1mM) a proporcion 1:3 al cual se le incorporé un cocktail de
inhibidor de proteasas (Complete Roche). Las muestras fueron homogenizadas en un
homogenizador de tejido por 1 mina 19 mil rpm, previa escisiéon con tijeras por 30 s,
posteriormente se incuba en hielo por 10 min y luego se coloca durante 1 min en el
vortex. Las muestras se centrifugan 13 mil rpm por 16 min a 4 °C, el sobrenadante se
recolecta y se almacena a -70°C. Se realizé la cuantificacién de proteinas totales acorde a

la metodologia descrita en el punto 8.11.

8.18 Inmunodeteccion de GPR120 (FFAR 4) y GPR40 (FFAR 1) en el tejido gdstrico después de
la administracion de DHA en el dafio gdstrico generado por indometacina

Para llevar a cabo la inmuno deteccion de las moléculas de GPR120 (FFAR 4) y GPR40
(FFAR 1), se llevé a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% con una carga de
30 ug de proteina para la deteccién de GPR120 (FFAR 4) y 50 pg de proteina para la
deteccion de GPR40 (FFAR 1) por muestra. Se realizd la transferencia a membrana de
nitrocelulosa acorde a lo descrito en el punto 8.13. Para el bloqueo con los respectivos
anticuerpos se utilizé la metodologia descrita anteriormente en el punto 8.14 , modificada

solamente la solucién de bloqueo para GPR120 (FFAR 4) que fue TBS-Tween 0.05% con
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15% de leche libre de grasa y 2% de albumina sérica bovina (BSA) por 1 h a temperatura
ambiente en agitacién. Mientras que para el bloqueo con el anticuerpo primario y
secundario respectivos, se utilizaron las siguientes condiciones:

GPR120 monoclonal (SC-390752) dilucién 1:2000 1 hr a temperatura ambiente

GPR40 policlonal (SC-28416) dilucién 1:500 Toda la noche a 4°C

Actina policlonal (SC- 1615) dilucién 1:500 3 hr a temperatura ambiente
Anticuerpo secundario para dilucién 1:10,000 1 h a temperatura ambiente
GPR120 (SC-2380) en agitacion

Anticuerpo secundario para dilucién 1:10,000 1 h atemperatura ambiente
GPR40 y B-actina (SC-2354) en agitacion

El anticuerpo para GPR120 un anticuerpo monoclonal de ratén IgG: dirigido a los
aminodcidos 78-232 localizados en el C-terminal obtenido de humano y purificado por
afinidad, esta proteina es un receptor acoplado a proteina G, recientemente en humano
se ha reportado como parte de la familia de receptores de los acidos grasos libres de ahi
gue es conocido como recetor de acidos grasos libres 4 6 FFAR 4 por sus siglas en inglés
(Moniri, 2016) y tiene un peso molecular reportado en humanos de 52 kDa. El anticuerpo
para GPR40 es un anticuerpo policlonal de cabra IgG dirigido a los aminodcidos del
dominio citoplasmico interno del GPR40 de origen humano, se ha reportado que esta
proteina es un receptor acoplado a proteina G, recientemente en humano se ha reportado
como parte de la familia de receptores de los acidos grasos libres de ahi que es conocido
como recetor de acidos grasos libres 1 6 FFAR 1 por sus siglas en inglés (Calder, 2013;
Moniri, 2016) con un peso de 31 kDA. Mientras que el anticuerpo [ actina es un
anticuerpo policlonal IgG dirigido a un epitopo especifico del extremo C terminal de
B actina, obtenido de cabra y purificado por afinidad, es una proteina constitutiva que
tiene peso molecular de 43 kDa, aunque se ha reportado que en musculo de ratén es mas
frecuente encontrar el dimero (banda de aproximadamente 75kDa) (Sirover, 2014). Se
utilizé la misma membrana para incubar las proteinas de interés primero GPR120 (FFAR 4)
0 GPR40 (FFAR 1) y después actina, con la finalidad de poder analizar posteriormente

nuestras muestras por medio de densitometria.
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El anticuerpo secundario para GPR120 es un anticuerpo policlonal dirigido a IgG de ratény
conjugado con HRP (peroxidasa de rdbano) obtenido de bovino y purificado por afinidad;
el anticuerpo para GPR40 y para [B-actina es un anticuerpo es un anticuerpo policlonal
dirigido a 1gG de cabra y conjugado con HRP (peroxidasa de rdbano) obtenido de ratén y
purificado por afinidad. Finalmente el revelado se hizo acorde a lo descrito en el punto
8.15; el analisis densitdbmetro para GPR40 y GPR120 se efectud con el programa Image

Studio Digit 4.0.21.

8.15 Andlisis estadistico

Todos los resultados fueron analizados por medio de la prueba estadistica del andlisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de comparacidon multiple Newman-
Keuls realizados en el programa GraphPad Prism 5. La significancia estadistica fue

considerada cuando P fue < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion del dafio gdstrico e intestinal generado por la administracion aguda de
indometacina

La administracién por via oral de una dosis Unica de indometacina, causa un area de dafio
(mm?) tanto géstrico e intestinal de manera dosis dependiente, siendo la dosis de 10 y 30
mg/kg las que presentaron una mayor area de dafio en comparaciéon con su vehiculo
(NaHCOs al 5 %) (4.77 £ 0.42 mm?, 12.74 + 1.47 mm? y 0 mm? para las dosis de 10, 30 y
vehiculo, p.o. a nivel géstrico y 4.67 £ 0.31, 6.34 + 1.06 y 0.55 + 0 mm? para las dosis de
10, 30 y vehiculo, p.o. a nivel intestinal); se elige la dosis de 30 mg/kg como la
ulcerogénica tanto en nivel gastrico como intestinal, debido a que es la que genera el

mayor area de dafio en ambos tejidos (Grafica 1).
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Grafica 1. Dafio géstrico generado por la administracién aguda de indometacina (1, 3, 10 y 30 mg/kg, p.o.) en
estdmago (A) e intestino (B). Los datos son expresados como la media * el error estandar (n=5). *P < 0.05 vs

Vehiculo (NaHCOsal 0.5 %), #P < 0.05 vs indometacina 10 mg/kg.

42



9.2 Efecto gastroprotector del DHA (dcido docosahexaenoico) en el dafio gdstrico generado
por indometacina en el ratén.

El pre-tratamiento por via oral de DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg) presenta un incremento en
la gastroproteccién (41.32 + 13.71 %, 74.35 = 8.08 %, 87.10 + 2.62 mm?y 94.33 + 1.01 %,
respectivamente) en el modelo de dafio gastrico generado por la administracién de
indometacina en dosis Unica (30 mg/kg p.o.); siendo esta gastroproteccion
estadisticamente significativa en cada una de sus dosis, en comparaciéon con el grupo
dafiado (aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg) (-1.5x10° + 17.33 %) y solo el grupo
pre-tratado con DHA a dosis de 3 mg/kg y el grupo de dafio presentaron diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo basal (97.63 + 0.53% )(aceite de oliva

+ NaHCO3 5%) (Grafica 2).
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Grafica 2. Efecto del DHA (3, 10, 30 y 100 mg/ kg, p.o.) en el dafio géstrico inducido por la administracion
aguda de indometacina (30 mg/kg, p.o.). Los ratones fueron pre tratados con vehiculo (aceite de oliva) o
DHA, 2 h antes de la administracién de indometacina. Los datos son expresados como la media * el error

estandar (n=6). “P < 0.05 vs Vehiculo (aceite de oliva). *P < 0.05 vs Vehiculo (aceite de oliva).
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DHA 3 mg/kg + DHA 10 mg/kg +
indometacina 30 mg/kg indometacina 30 mg/kg

! L. - L
DHA 30 mg/kg + DHA 100 mg/kg +
indometacina 30 mg/kg indometacina 30 mg/kg

Figura 4. Imagenes representativas de las lesiones en cuerpo del estdmago después de los diversos
tratamientos. (A) Basal, (B) aceite de oliva + indometacina 30 mg/kg, (C) DHA 3 mg/kg + indometacina 30
mg/kg, (D) DHA 10 mg/kg + indometacina 30 mg/kg, (E) DHA 30 mg/kg + indometacina 30 mg/kg y (F) DHA
100 mg/kg + indometacina 30 mg/kg.
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9.3 Efecto gastroprotector del DHA frente al efecto gastroprotector de omeprazol en el dafio
gastrico generado por indometacina en el ratén

El pre-tratamiento por via oral de DHA (30 mg/kg) y omeprazol (30 mg/kg) mostré en
ambos un incremento en la gastroproteccion en el modelo de dafio gastrico generado por
la administracién de indometacina en dosis Unica (30 mg/kg p.o.) (87.10 £ 2.62 % y 82.59 +
3.97 %, respectivamente); siendo estos efectos estadisticamente significativos en
comparacion con el efecto producido por sus respectivos grupos de dafio (-1.510 x10° +
17.33 % y 1.90x10°® + 30.24 %, respectivamente) y no presentando diferencia

estadisticamente significativa entre ellos (Grafica 3).
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Grafica 3. Comparacién del efecto del DHA (30 mg/kg, p.o.) y omeprazol (30 mg/kg, p.o.) en el dafio gastrico
inducido por la administracidon aguda de indometacina (30 mg/kg p.o.) en porcentaje de gastroproteccion.
Los ratones fueron pre tratados con DHA o su vehiculo (aceite de oliva) 2 h y con omeprazol o su vehiculo
(NaCl 0.9 %) 30 min antes de la administracién de indometacina. Los datos son expresados como la media
el error estandar (n = 6). "P < 0.05 vs su respectivo Vehiculo. #P < 0.05 vs Basal.

45



9.4 Efecto entero protector del DHA (dcido docosahexaenoico) en el dafio intestinal generado
por indometacina en el ratén.

El pre-tratamiento por via oral de DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg) presenta un incremento en
la enteroproteccién de forma dosis dependiente (30.31 £ 4.10 %, 51.34 £ 3.09 %, 61.32
2.73 %y 66.66 + 4.42%, respectivamente) en el modelo de dafio intestinal generado por la
administraciéon de indometacina en dosis uUnica (30 mg/kg p.o.); siendo esta
enteroproteccién estadisticamente significativa en cada una de sus dosis, en comparacion
con el grupo dafiado (aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg) (1.05x10°° + 13.93 %) y
siendo este grupo a su vez estadisticamente significativo con respecto al grupo basal (100

+ 0 % ) (aceite de oliva + NaHCO3 5%) (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto del DHA (3, 10, 30 y 100 mg/ kg, p.o.) en el dafio intestinal generado por la administracion
aguda de indometacina (30 mg/kg, p.o.) en porcentaje de enteroproteccion. Los ratones fueron pre tratados
con vehiculo (aceite de oliva) o DHA, 2 h antes de la administracion de indometacina. Los datos son
expresados como la media * el error estandar (n= 6). "P < 0.05 vs Vehiculo (aceite de oliva). *P < 0.05 vs
Basal.
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9.5 Efecto del DHA frente al efecto del omeprazol en el dafio intestinal generado por
indometacina en el raton

El pre-tratamiento por via oral de DHA (30 mg/kg) y omeprazol (30 mg/kg) mostré en
ambos un incremento en la enteroproteccién en el modelo de daio intestinal generado
por la administracidn de indometacina en dosis Unica (30 mg/kg, p.o.) (61.32 £ 2.73 % para
DHA y 30.86 + 191 % para omeprazol); siendo estos efectos estadisticamente
significativos en comparacion con el efecto producido por los grupos de dano con
indometacina (1.05 x10®+ 13.93 %y 1.11x1077 + 33.37%, respectivamente) y presentando

diferencia estadisticamente significativa entre ellos (Gréfica 5).
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Grafica 5. Comparacion del efecto del DHA (30 mg/kg, p.o.) y omeprazol (30 mg/kg, p.o.) en el dafio
intestinal generado por la administracion aguda de indometacina (30 mg/kg p.o.) en porcentaje de
gastroproteccion. Los ratones fueron pre tratados con DHA o su vehiculo (aceite de oliva) 2 h y con
omeprazol o su vehiculo (NaCl 0.9 %) 30 min antes de la administracion de indometacina. Los datos son
expresados como la media * el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs su respectivo Vehiculo. *P < 0.05 vs Basal.
& P < 0.05 vs omeprazol 30 mg/kg + indometacina 30 mg/kg.
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9.6 Cuantificacion de los niveles de mieloperoxidasa en tejido gdstrico de ratdn después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo generado por indometacina.

Todos los grupos pre-tratados con DHA mostraron una disminucion en los niveles de
mieloperoxidasa (3.24 + 0.80 nmol/g tejido, 2.82 + 0.74 nmol/g tejido, 0.91 + 0.25 nmol/g
tejido y 0.35 + 0.11 nmol/g tejido para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.,
respectivamente), en comparacién con el grupo dafiado (aceite de oliva e indometacina
30 mg/kg) (4.56 + 0.12 nmol/g tejido) e incluso las dosis de 30 y 100 mg/Kg de DHA
presentan una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo basal

(aceite de oliva + NaHCO3 5%) (2.29 + 0.50 nmol/g tejido) (Grafica 6).
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Grafica 6. Niveles gastricos de mieloperoxidasa en nmol/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3,
10, 30 y 100 mg/ kg, p.o.) en el dafio gastrico generado por la administracion aguda de indometacina (30
mg/kg, p.o.) Los ratones fueron pre tratados con vehiculo (aceite de oliva) o DHA, 2 h antes de la

administracién de indometacina. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n=6). 'P <

0.05 vs Vehiculo (aceite de oliva). #P < 0.05 vs Basal.
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9.6.1 Cuantificacion de los niveles de mieloperoxidasa en tejido intestinal de ratdn después de
la administracion de DHA en el modelo de dafio intestinal agudo generado por indometacina.

Ninguno los grupos pre-tratados con DHA mostraron diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de mieloperoxidasa (1.45 + 0.06 nmol/g tejido, 1.32 + 0.25
nmol/g tejido, 0.68 + 0.05 nmol/g tejido y 0.92 + 0.16 nmol/g tejido para las dosis de 3,
10, 30 y 100 mg/kg, p.o., respectivamente), en comparacion con los niveles de
mieloperoxidasa del grupo dafiado (aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg) (1.50 + 0.17
nmol/g tejido) y este ultimo tampoco tuvo diferencia estadisticamente significativa con el

grupo basal (aceite de oliva + NaHCO3 5%) (1.267+ 0.2623 nmol/g tejido) (Grafica 7).
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Grafica 7. Niveles intestinales de mieloperoxidasa en nmol/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA
(3, 10, 30 y 100 mg/ kg, p.o.) en el dafio gastrico generado por la administracion aguda de indometacina (30
mg/kg, p.o.) Los ratones fueron pre tratados con vehiculo (aceite de oliva) o DHA, 2 h antes de la
administracién de indometacina. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n=6). P <

0.05 vs Vehiculo (aceite de oliva). #P < 0.05 vs Basal.
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9.7.1 Valoracién de la infiltracién de leucocitos por corte histoldgico y tincion con
hematoxilina eosina en tejido gdstrico de raton después de la administracion de
indometacina.

El estudio histopatoldgico confirmé que la administracién de indometacina a dosis de 30
mg/kg ocasiona una interrupcion de la regidn superficial de las glandulas de la mucosa
gastrica (numero 1 figura 5B) que viene acompafiada de congestion e infiltrado celular
(numero 2 figura 5B) en comparacién con el grupo tratado solo con vehiculo en el que se
puede observar una mucosa integra con pliegues gastricos y fovéolas bien definidas sin
presencia de congestién o infiltrado celular (figura 5A). El pre-tratamiento con DHA a dosis
de 3 mg/kg e induccién del dafio con indometacina continua presentando interrupcién de
la regidn superficial de la mucosa, congestidn e infiltrado celular (numero 2 figura 5C),
mientras que el pre-tratamiento con DHA a dosis de 10 mg/kg e induccidn del dafio con
indometacina ya no presenta la interrupcion de la mucosa pero continua con congestidn e
infiltrado (numero 2 figura 5D), siendo importante observar que en los pre-tratamientos
con DHA a dosis de 30 y 100 mg/kg, practicamente no presentan lesiones en mucosa,
infiltrado o congestidn mostrando de esta forma una mucosa gastrica sana a pesar de

inducirles el dafio con indometacina (Figura 5D y 5F).
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Figura 5. Imagenes representativas de cortes histoldgicos (10X) de las lesiones en el cuerpo del estémago
después de los diversos tratamientos. (A) Basal, (B) indometacina 30 mg/kg, (C) DHA 3 mg/kg +
indometacina 30 mg/kg, (D) DHA 10 mg/kg + indometacina 30 mg/kg, (E) DHA 30 mg/kg + indometacina 30
mg/kg y (F) DHA 100 mg/kg + indometacina 30 mg/kg.
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9.7.2 Valoracién de la infiltracion de leucocitos por corte histolégico y tincion con
hematoxilina eosina en tejido intestinal de raton después de la administracién de
indometacina.

El estudio histopatolégico en intestino demuestra que la administracion de
indometacina a dosis de 30 mg/kg genera un dafio evidente a la mucosa caracterizado por
una erosion profunda de las glandulas de la mucosa intestinal (nimero 1 figura 6B) que
viene acompafada de perdida de células epiteliales o la estratificacion de las mismas,
degeneracion de la ldmina basal acompanada de congestién celular e infiltrado de
polimorfonucleares (numero 2 figura 6B), en comparacion con el grupo tratado solo con
vehiculo el cual presenta vellosidades, microvellosidades y lamina basal integras con
nucleos basales en su epitelio simple cilindrico (figura 6A). El pre-tratamiento con DHA a
dosis de 3 mg/kg e induccién del dafio con indometacina continua presentando dafio en el
epitelio intestinal, con disrupciéon de lamina basal, marcada congestion y presencia de
infiltrado celular (numero 1, figura 6C), mientras que los pre-tratamientos con DHA a dosis
de 10 ,30 y 100 mg/kg e induccion del dafio con indometacina no presentan la
interrupcion de la mucosa, infiltrado o congestion mostrando de esta forma una mucosa

gastrica sana a pesar la induccidn el dafio con indometacina (Figura 6D, 6E y 6F).
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Figura 6. Imagenes representativas de corte histoldgico (10x) de las lesiones en intestino después de los
diversos tratamientos. . (A) Basal, (B) indometacina 30 mg/kg, (C) DHA 3 mg/kg + indometacina 30 mg/kg,
(D) DHA 10 mg/kg + indometacina 30 mg/kg, (E) DHA 30 mg/kg + indometacina 30 mg/kg y (F) DHA 100
mg/kg + indometacina 30 mg/kg.
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9.8.1 Cuantificacion de los niveles de LTB4 en tejido gdstrico de radn después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo inducido por indometacina.

Los grupos pre-tratados con DHA mostraron una disminucion en los niveles de LTB4 (3.59 +
1.51 ng/g tejido, 2.91 + 1.02 ng/g tejido, 2.20 + 0.41 ng/g tejido y 1.104 + 0.12 ng/g tejido
para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o., respectivamente), en comparacion con el
grupo dafiado (aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg) (6.25 + 0.96 ng/g tejido) el cual

incrementa dichos niveles con respecto al grupo basal (aceite de oliva + NaHCOs 5%)( 2.53

+0.52 ng/ g tejido) (Gréfica 8).
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Grafica 8. Niveles gastricos de leucotrieno B4 (LTBa) en ng/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3,
10, 30 y 100 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracidon de indometacina (30

mg/kg p.o.) en ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). "P < 0.05 vs

Vehiculo. *P < 0.05 vs Basal.
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9.8.2 Cuantificacion de los niveles de LTB4 en tejido intestinal de raton después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio intestinal agudo inducido por indometacina.

Los grupos pre-tratados con DHA no presentaron diferencia estadisticamente significativa
en sus niveles de LTB4 (3.59 + 1.43 ng/ g tejido, 2.43 + 0.65 ng/g tejido, 0.7406 + 0.11 ng/g
tejido y 1.187 + 0.64 ng/g tejido para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.,
respectivamente), con respecto al grupo danado (aceite de oliva e indometacina 30
mg/kg) (3.45 + 1.43 ng/g tejido) y este Ultimo tampoco presentd diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo basal (aceite de oliva + NaHCOs

5%)(1.73+ 0.40 ng/g tejido) (Grafica 9).
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Grafica 9. Niveles intestinales de leucotrieno B4 (LTBa) en ng/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA
(3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio intestinal inducido por la administracién de indometacina
(30 mg/kg p.o.) en ratones. Los datos son expresados como la media + el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs

Vehiculo. #P < 0.05 vs Basal.
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9.9.1 Cuantificacion de los niveles de TNF-a en tejido gdstrico de raton después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo inducido por indometacina.

Los grupos pre-tratados con DHA logran mantener los niveles basales de TNF-a (12.90 +
2.02 ng/g tejido, 18.29 +2.84 ng/g tejido, 9.45 * 1.97 ng/g tejido y 8.30 * 1.53 ng/g tejido
para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o., respectivamente), en comparacion con el
grupo dafado (aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg) (20.67 + 2.55 ng/g tejido) y este
grupo presenta un incremento de los niveles de TNF-o con respecto al grupo basal (aceite

de oliva + NaHCO3 5%)( 12.64 + 1.90 ng/g tejido) (Grafica 10).
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Grafica 10. Niveles géstricos de TNF-a, en ng/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y 100
mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracién de indometacina (30 mg/kg p.o.)

en ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). 'P < 0.05 vs Vehiculo. *P <
0.05 vs Basal.
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9.9.2 Cuantificacion de los niveles de TNF-a en tejido intestinal de raton después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio intestinal agudo inducido por indometacina.

Ninguno de los grupos pre-tratados con DHA mostraron una disminucidn en los niveles de
TNF-o. (14.89 + 1.50x10 © pg/g tejido, 194.7 + 10.69 pg/g tejido, 100.5 + 67.05 pg/g tejido
y 66.96 * 33.25 pg/g tejido, para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.,
respectivamente), en comparacién con el grupo dafiado (aceite de oliva e indometacina
30 mg/kg) (109.2 + 12.86 pg/g tejido) este grupo tampoco presenta diferencia

estadisticamente significativa con los niveles de TNF-a. en el grupo basal (AO+NaHCOs

5%)( 109.6 +89.40 pg / g tejido) (Grafica 11).
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Grafica 11. Niveles intestinales de TNF-a, en pg/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y
100 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio intestinal inducido por la administracion de indometacina (30 mg/kg

p.o.) en ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). * P < 0.05 vs Vehiculo.
#P < 0.05 vs Basal.
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9.10 Obtencion de extractos nucleares para evaluar la translocacion nuclear de NFxf en el
tejido gdstrico después de la administracion de DHA en el dafio gastrointestinal generado por
indometacina.

Después de la obtencion de extractos nucleares se comprobd la integridad de las
proteinas que se obtuvieron de las muestras de tejido gastrico de ratas pre tratadas con
DHA via oral (3, 10, 30 y 100 mg/kg) y con induccién de dafio gastrico por la
administracién de indometacina (30 mg/kg), para ello se corrieron geles de acrilamida —
SDS al 12 % en el que se colocaron 30 pg de cada extracto y se realizd Tincidn de
Coomasie. En la Figura 7 se muestran una imagen representativa de la calidad de los
extractos utilizados tanto citosdlicos como nucleares, en donde se observa que hay una

plena integridad de los mismos y no hay degradacion.

- e . -
Figura 7. Imagen representativa de la integridad del extracto de proteinas nucleares y citosolicas del tejido
gastrico del ratén después de la administracién de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por
indometacina en gel de acrilamida- SDS al 12% con Tincién de Coomasie. Carril 1 extracto citosdlico de ratén
en condiciones basales, Carril 2 extracto citosélico de ratén con indometacina 30 mg/kg, Carril 3 extracto
citosdlico de ratén con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 4 y 11 Marcador de
peso, Carril 5 extracto nuclear de ratéon en condiciones basales, Carril 6 extracto nuclear de ratén con
indometacina 30 mg/kg, Carril 7 extracto nuclear de ratén con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina
30 mg/kg, Carril 8 extracto citosolico de ratdn con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 9 extracto citosdlico de ratdon con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg,
Carril 10 extracto citosdlico de ratén con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril
12 extracto nuclear de raton con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 13
extracto nuclear de ratdn con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 14 extracto

nuclear de ratén con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30 mg/kg.
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Posteriormente, se determind la presencia de extractos nucleares a través de la
inmunodeteccidn por la técnica de Western blot de la proteina lamina 1 de 67 kDa
(Figura 8) y se determind la pureza de los extractos nucleares a través de la

inmunodeteccion de la proteina GAPDH de 37 kDa (Figura 9).

Extracto Nuclear

Carril 1 2 3 4 5 6
DHA 10 DHA 30 DHA 100
Vehiculo DHA3mg/kg  mg/kg mg/kg mg/kg
Muestra Basal + indometacina 30 mg/kg

Lamina
67 kDa

Extracto Citosdlico

Carril 7 8 9 10 11 12
DHA 10 DHA 30 DHA 100
Vehiculo DHA3mg/kg  mg/kg mg/kg mg/kg
Muestra Basal + indometacina 30 mg/kg

67 kDa
Figura 8. Imagen representativa de la integridad del extracto de proteinas nucleares con proteina lamina
de 67 kDa del tejido gastrico del ratdon después de la administracién de DHA en el modelo de dafio gastrico
inducido por indometacina en gel de acrilamida- SDS al 12%. Carril 1 extracto nuclear de estémago de raton
en condiciones basales, Carril 2 extracto nuclear de estémago de ratdn con aceite de oliva e indometacina
30 mg/kg , Carril 3 extracto nuclear de estémago de ratén pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 4 extracto nuclear de estémago de ratén con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina
30 mg/kg, Carril 5 extracto nuclear de estomago de ratdén con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e
indometacina 30 mg/kg, Carril 6 extracto nuclear de estémago de ratén con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg
e indometacina 30 mg/kg, Carril 7 extracto citosdlico de estémago de ratén en condiciones basales, Carril 8
extracto citosdlico de estdmago de raton con aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg , Carril 9 extracto
citosodlico de estdmago de ratén pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 10 extracto
citosélico de estdmago de ratén con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 11
extracto citosdlico de estdmago de raton con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg,
Carril 12 extracto citosodlico de estomago de ratén con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30

mg/kg.



Extracto Nuclear

Carril 1 2 3 4 5 6
DHA 10 DHA 30 DHA 100
Vehiculo DHA 3 mg/kg mg/kg mg/kg meg/ke
Muestra Basal + indometacina 30 mg/kg

GAPDH
37 kDa

Extracto Citosdlico

Carril 7 8 9 10 11 12
DHA 10 DHA 30 DHA 100
Vehiculo DHA3mg/kg  mg/kg mg/kg mg/kg
Muestra Basal + indometacina 30 mg/kg

GAPDH
37 kDa

Figura 9. Imagen representativa de la integridad del extracto de proteinas citosélica con proteina GAPDH de
37 kDa del tejido gastrico del ratén después de la administracién de DHA en el modelo de dafio gastrico
inducido por indometacina en gel de acrilamida- SDS al 12%. Carril 1 extracto nuclear de estémago de raton
en condiciones basales, Carril 2 extracto nuclear de estdmago de ratdn con aceite de oliva e indometacina
30 mg/kg, Carril 3 extracto nuclear de estdmago de ratdon pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 4 extracto nuclear de estomago de ratdn con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina
30 mg/kg, Carril 5 extracto nuclear de estémago de ratéon con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e
indometacina 30 mg/kg, Carril 6 extracto nuclear de estémago de ratén con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg
e indometacina 30 mg/kg, Carril 7 extracto citosdlico de estdbmago de raton en condiciones basales, Carril 8
extracto citosdlico de estdmago de raton con aceite de oliva e indometacina 30 mg/kg , Carril 9 extracto
citosdlico de estdmago de ratén pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 10 extracto
citosolico de estdmago de ratén con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 11
extracto citosdlico de estdmago de raton con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg,

Carril 12 extracto citosdlico de estdmago de ratdn con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30

mg/kg.



9.11 Determinacion de la translocacion nuclear de NFx3 en el tejido gdstrico después de la
administracion de DHA en el dafio gdstrico generado por indometacina.

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFxf) participa activamente en las vias de sefializacién que involucran la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (Liao et al., 2012; Reyes-Gordillo et al., 2007). Se ha reportado
que NFxp se transloca al nucleo después de la administracion de indometacina en tejido
gastrico (Bindu et al., 2013), por ello decidimos determinar si el efecto gastroprotector del
DHA es mediado por la inhibicion de la translocacion nuclear de NFkB. El extracto nuclear
del tejido gastrico dafiado con indometacina (30 mg/kg, p.o.) incrementa la translocacion
nuclear de NFkf en comparacién con el grupo basal (aceite de oliva + NaHCOz 5%)
(0.01892 + 0.0005310 D.O. NFkP/ug de proteinay 0.009849 + 0.0009240 D.O. NFkf/ug
de proteina, respectivamente) (Grafica 14). Por otra parte, el pre-tratamiento con DHA

demostré una disminucion en la translocacion de NFkf3 (0.01349 + 0.001479 D.O.
NFkp/ug de proteina, 0.007818 + 0.0008380 D.O. NFxP/ug de proteina y 0.01172 +
0.0004749 D.O. NFkB/ug de proteina, para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.,
respectivamente) en comparaciéon con el grupo de dafio con indometacina de manera
estadisticamente significativa (Grafica 12), por lo tanto, logran mantener los niveles

basales de NFkf3.
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Grdfica 12. Cuantificacion de la unidn del NFkB al DNA en extractos nucleares de tejido gastrico de las ratas
tratadas con DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.) en el dafio gastrico generado por indometacina. Los
resutados son expresados como la densidad éptica relativa (D.O.) por ug de proteina obtenidos por analisis
espectrofotométrico. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs

Vehiculo. # P < 0.05 vs Basal.
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9.12 Cuantificacion de los niveles de ICAM-1 en tejido gdstrico de raton después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo inducido por indometacina.

Los grupos pre-tratados con DHA mostraron una disminucion en los niveles de ICAM-1
(10.72 + 2.26 pg/g tejido, 8.34 + .84 ug/g tejidoy 8.61 + 1.54 ug/g tejido para las dosis de
10, 30 y 100 mg/kg, p.o., respectivamente), en comparacion con el grupo dafiado (aceite
de oliva e indometacina 30 mg/kg) y el grupo con DHA a dosis de 3 mg/kg (19.31 + 1.97
ug/g tejido y 15.96 + 4.01 ug/g tejido ) este grupo presenta un incremento de los niveles

de ICAM-1 con respecto al grupo basal (aceite de oliva + NaHCO3 5%)( 7.32 + 1.50 ug / g
tejido) (Grafica 13).
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Grafica 13. Niveles gastricos de ICAM-1, en pug/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y
100 mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administraciéon de indometacina (30 mg/kg

p.0.) en ratones. Los datos son expresados como la media # el error estandar (n = 6). *P < 0.05 vs Vehiculo.
#P < 0.05 vs Basal.
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9.13 Cuantificacion de los niveles de II-1 en tejido gdstrico de ratdn después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo inducido por indometacina.

Tanto el grupo tratado con vehiculo y dafiado con indometacina, como los grupos
pretratados con DHA y dafados con indometacina no reportaron una diferencia en los
niveles de II-1p3 (3868 + 128.7 ng/g, 3955 * 226.3 ng/g, 3680 + 376.6 ng/g, 3562 + 191.3
ng/g y 3728 * 172.8 ng/g de tejido para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.,
respectivamente) ni presentd diferencia significativa entre ellos; ademas, ninguno de los
grupos presenta una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo basal

(aceite de oliva + NaHCO3 5%) (3690 + 186.4 ng/g) (Grafica 14).
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Grafica 14. Niveles gastricos de II-1p, en ng/ml, después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg,
p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracién de indometacina (30 mg/kg p.o.) en

ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs Vehiculo. #P < 0.05

vs Basal.
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9.14 Cuantificacion de los niveles de RvD1 en tejido gdstrico de ratén después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio gdstrico agudo inducido por indometacina.

Los grupos pre-tratados con DHA a dosis de 10 y 100 mg/kg no mostraron un incremento
de RvD1 estadisticamente significativo (2.21 + 0.64 ng/g tejido y 3.72 + 0.23 ng/g tejido,
respectivamente) en comparacién con el grupo basal (aceite de oliva + NaHCO3 5%)(3.58 +
0.62 ng/g tejido); mientras que los grupos pre-tratados con DHA a dosis de 3 y 30 mg/kg
mostraron un incremento en los niveles de RvD1 (4.59 + 0.45 ng/g tejido y 7.35 + 0.75
ng/g tejido, respectivamente), en comparaciéon con el grupo dafiado (aceite de oliva e
indometacina 30 mg/kg) (1.52 + 0.11 ng/g tejido), ademds de que el grupo dafiado
presenta una disminucién de los niveles de RvD1 en comparaciéon con el grupo basal

AO+NaHCO3 5%)(3.58 £ 0. 62 n tejido) (Gréfica 15).
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Grafica 15. Niveles gastricos de RvD1, en ng/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y 100
mg/kg, p.o.) en el modelo de dafio gastrico inducido por la administracidon de indometacina (30 mg/kg p.o.)
en ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). “P < 0.05 vs Vehiculo. #P <

0.05 vs Basal.
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9.15 Cuantificacion de los niveles de RvD1 en tejido intestinal de raton después de la
administracion de DHA en el modelo de dafio intestinal agudo inducido por indometacina.

El grupo pre-tratado con DHA a dosis de 100mg/kg no mostré una disminucion en los
niveles de RvD1 (0.96 + 0.20 ng/g tejido), en comparacion con el grupo dafiado (aceite de
oliva e indometacina 30 mg/kg) (0.42 + 0.05 ng/g tejido) este grupo tampoco presenta
diferencia estadisticamente significativa con los niveles de RvD1 en el grupo basal (aceite

de oliva + NaHCO3 5%)( 0.50 £ 0.07 ng/g tejido) (Grafica 16).

RvD1
(ng/g tejido)

BASAL VEH DHA 100 mg/kg (p.o.)

Indometacina 30 mg/kg (p.o.)

Gréafica 16. Niveles intestinales de RvD1, en ng/g tejido, después del pre-tratamiento con DHA (100 mg/kg,
p.o.) en el modelo de dafio intestinal inducido por la administracion de indometacina (30 mg/kg p.o.) en

ratones. Los datos son expresados como la media * el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs Vehiculo. #P < 0.05

vs Basal.
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9.16 Expresion de GPR120 y GPR40 en el tejido gdstrico después de la administracion de DHA
en el dafio gastrointestinal generado por indometacina

Después de la obtencién de extractos totales de las muestras del cuerpo del estémago de
los grupos tratados con DHA via oral (3, 10, 30 y 100 mg/kg) y con induccion de dafio
gastrico por la administracion de indometacina (30 mg/kg), asi como en condiciones
basales y los respectivos vehiculos, se comprobd la integridad de las proteinas obtenidas.
Para ello se corrieron geles de acrilamida —SDS al 10 % en el que se colocaron 30 pg de
cada extracto y se realizé Tincién de Coomasie. En la Figura 10 se muestran una imagen

representativa de la calidad de los extractos totales, en donde se observa que hay una

plena integridad de los mismos y no hay degradacién.
1 2 3 4 5 6 7

Figura 10. Imagen representativa de la integridad del extracto de proteinas totales del tejido gdstrico del
raton después de la administracion de DHA en el modelo de daio gastrico inducido por indometacina en gel
de acrilamida- SDS al 10% con Tincidn de Coomasie. Carril 1 marcador de peso Carril 2 extracto total de
estdmago de ratdn en condiciones basales, Carril 3 extracto total de estémago de ratdn con indometacina
30 mg/kg, Carril 4 extracto total de estémago de raton con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 5 extracto total de estémago de ratdn con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 6 extracto total de estdmago de ratén con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30
mg/kg, Carril 7 extracto total de estémago de ratdn con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30

mg/kg.
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Posteriormente, se determind en los extractos totales a través de la inmunodeteccion por
la técnica de Western blot de la proteina GPR120 (FFAR 4) de 52 kDa; se realizé el andlisis

densitométrico con el programa image studio digits (Versidon 4.0.21) y normalizando el

nivel de proteina de actina en cada muestra (Figura 11).

1 2 3 4 5 6

GPR120

(FFAR 2) 52 kD

B- actina 42 kD

Figura 11. Imagen representativa de la expresion de GPR120 (FFAR 4) en tejido gastrico del ratéon
después de la administracion de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por indometacina.
Carril 1 extracto total de estdmago de ratdn en condiciones basales, Carril 2 extracto total de
estdmago de ratdn con indometacina 30 mg/kg, Carril 3 extracto total de estdmago de ratdn con
pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 4 extracto total de estdmago de
raton con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 5 extracto total de
estdmago de raton con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e indometacina 30 mg/kg, Carril 6 extracto

total de estdmago de ratdn con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e indometacina 30 mg/kg.
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En el andlisis densitométrico de la expresion de GPR120 (FFAR 4) en tejido gastrico de
ratones pre tratados con DHA via oral (3, 10, 30 y 100 mg/kg) y con induccién de dafio
gastrico por la administracion de indometacina en dosis unica (30 mg/kg). Se observd una
disminucion estadisticamente significativa en la expresion de GPR120 (FFAR 4) en el grupo
dafiado con indometacina (64.08+ 6.34 O.D. GPR120 en % de Basal) con respecto al grupo
basal (100 + 6.34 O.D. GPR120 en % de Basal). Ademas los grupos pre-tratados con DHA a
dosis de 10 y 100 mg/kg mantienen los niveles basales de la expresion de GPR120 (FFAR 4)
(96.05 + 9.79 O.D. GPR120 en % de Basal y 105.2 + 16.69 O.D. GPR120 en % de Basal,
respectivamente) siendo estadisticamente significativo en comparacion con el grupo de

dafio (Grafica 17).
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Grafica 17. Densitometria de los niveles de expresion de GPR120 (FFAR4) en densidad dptica (O.D.) en % de
Basal, en tejido gastrico después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.) en el modelo de
dafio gastrico inducido por la administracién de indometacina (30 mg/kg p.o.) en ratones. Los datos son

expresados como la media * el error estandar (n = 6). “P < 0.05 vs Vehiculo. #P < 0.05 vs Basal.
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Adicionalmente, se determind en los extractos totales a través de la inmunodeteccion por
la técnica de Western blot de la proteina GPR40 (FFAR 1) de 31 kDa y se realizé el analisis
densitométrico con el programa image studio digits (Versién 4.0.21) normalizando con el

nivel de proteina de actina en cada muestra (Figura 12).

GPR 40 31 kDa
(FFAR 1)
B actina 42 kDa

Figura 12. Imagen representativa de la expresion de FFAR1 (GPR40) en tejido gastrico del raton después de
la administracion de DHA en el modelo de dafio gastrico inducido por indometacina. Carril 1 extracto total
de estdmago de ratdén en condiciones basales, Carril 2 extracto total de estdmago de ratén con
indometacina 30 mg/kg, Carril 3 extracto total de estémago de ratdon con pre-tratamiento DHA 3 mg/kg e
indometacina 30 mg/kg, Carril 4 extracto total de estdmago de ratdon con pre-tratamiento DHA 10 mg/kg e
indometacina 30 mg/kg, Carril 5 extracto total de estémago de ratdon con pre-tratamiento DHA 30 mg/kg e
indometacina 30 mg/kg, Carril 6 extracto total de estémago de ratdn con pre-tratamiento DHA 100 mg/kg e

indometacina 30 mg/kg.
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En el analisis densitométrico de la expresion de GPR40 (FFAR 1) en tejido gdstrico de
ratones pre tratados con DHA via oral y con induccion de dafio gastrico por la
administracién de indometacina en dosis Unica (30 mg/kg). Tanto el grupo tratado con
vehiculo y dafado con indometacina, como los grupos pretratados con DHA y dafiados
con indometacina (63.69 + 7.67 O.D. GPR40 en % de basal, 74.87 + 18.56 O.D. GPR40 en %
de basal, 87.31 £ 35.27 O.D. GPR40 en % de basal, 88.88 + 20.53 O.D. GPR40 en % de
basal y 100 + 12.57 O.D. GPR40 en % de basal, para las dosis de 3, 10, 30 y 100 mg/kg,
p.o., respectivamente), no reportaron una diferencia en la expresién de GPR40 (FFAR 1)
con respecto al grupo basal (aceite de oliva+ NaHCO3 5%)(100 + 0.0 O.D. GPR40 en % de
basal) (Grafica 18).
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Grafica 18. Densitometria de los niveles de expresién de GPR40 (FFAR 1) en densidad dptica (O.D.) en % de
Basal, en tejido gastrico después del pre-tratamiento con DHA (3, 10, 30 y 100 mg/kg, p.o.) en el modelo de
dafio gastrico inducido por la administracién de indometacina (30 mg/kg p.o.) en ratones. Los datos son
expresados como la media * el error estandar (n = 6). P < 0.05 vs Vehiculo. #P < 0.05 vs Basal.
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10.- DISCUSION

La toxicidad gastrointestinal asociada al consumo de los farmacos anti inflamatorios no
esteroideos es considerada "epidemia silenciosa" que enfatiza la urgente necesidad de
desarrollar nuevas terapias que mejoren la tolerabilidad de los AINEs sin comprometer su
eficacia terapéutica (Abramson and Weaver, 2005; Davies and Wallace, 1997). El presente
estudio demuestra que la administracion oral de indometacina, uno de los AINEs mas
representativo de este grupo de farmacos (Chanudom and Tangpong, 2015; Souza et al.,
2004; Wallace et al.,, 2011a), genera un area de dafio gastrico de manera dosis
dependiente como se comprobd en el curso temporal de la administracion aguda de
indometacina; diversos reportes mencionan, que la alta tasa metabdlica de las ratas en
comparacion con los ratones, hace que la dosis ulcerogénica de indometacina pueda
alcanzarse con un tiempo mas prolongado en el ratdn, en lugar de las 3 h para rata
(Burdge, 2004; Wallace et al., 2011b; Yadav et al., 2012). Por ello, el tiempo empleado (5
horas) después de la administracion de indometacina utilizado en este estudio, suele ser
suficiente para la expresion y participacién de todas las moléculas implicadas en el dafio,
asi como el desarrollo de lesiones de caracteristicas hemorragicas y puntuales en ratén

(Souza et al., 2004; Wallace et al., 2011b).

Nuestra investigacion, ademas de concordar con estudios previos sobre el efecto
gastroprotector que poseen los acidos grasos poliinsaturados (Al-Harbi et al., 1995;
Bhattacharya et al.,, 2006; Connor, 2000; Manjari and Das, 2000); demuestra que la
administraciéon de DHA como compuesto puro, ejerce efecto gastro y enteroprotector
ante el dafio generado por AINEs como la indometacina; destacando que dicho efecto, es
generado en un esquema de una sola administracién, ya que la via de administracion
empleada en nuestra metodologia (via oral por medio de una cénula orogastrica) asegura
que la totalidad del compuesto administrado llegue a estémago. Ademas, en este estudio
demostramos que el efecto gastro y enteroprotector del DHA fue comparable con el
efecto que posee el omeprazol a nivel gastrico y mas efectivo que este a nivel intestinal.

Lo anterior es muy importante, tomando en consideraciéon que hasta la fecha, no se han
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reportado efectos tdxicos o adversos de algun tipo asociados a la administracion de DHA,
al contrario de los efectos adversos reportados por el uso crénico con omeprazol como el
caso de la disbiosis (Wallace et al.,, 2011a) y a la posibilidad de efectos adversos tales
como fracturas de cadera, deficiencia de hierro y cobalamina entre otros (Thomson et al.,
2010). Recientemente, la co-administraciéon de un inhibidor de la bomba de protones en
combinacion con un AINE de manera crénica se ha propuesto como un modelo
experimental para evidenciar el dafio intestinal generado por la terapéutica mas
comunmente empleada ante el dafio gastrico por AINEs (Singh et al., 2016). Los resultados
obtenidos en nuestro estudio destacan que el efecto gastroprotector del DHA no tuvo una
diferencia estadisticamente significativa con el efecto gastroprotector generado por el
omeprazol; e incluso fue mejor que este a nivel intestinal. Por ello, nuestros resultados
apoyan la idea de utilizar al DHA como una potencial alternativa terapéutica para la
prevencion de las lesiones gastricas e intestinales inducida por AINEs, sin que esto
comprometa la accién terapéutica de los mismos, ya que estudios realizados por nuestro
grupo de trabajo han reportado la interaccidn sinérgica y seguridad gastrica en el efecto

antinociceptivo de la indometacina (Arroyo-Lira et al., 2014).

Diversos estudios han identificado otros mecanismos de dafio gastrico generado por
AINEs que son independientes a la inhibicién de las COXs y prostaglandinas (Appleyard et
al., 1996; Bindu et al., 2013; Wallace, 2008). Recientemente, se ha reportado que el dafio
gastrico generado por AINEs estd asociado a una respuesta inflamatoria (Bindu et al.,
2013; Odashima et al., 2006; Watanabe et al., 2004), donde la infiltracidon de neutrdfilos
juega un papel crucial en las primeras etapas del dano gastrico generado por
indometacina (Asako et al., 1992; Morise et al., 1999), por ello en este estudio se decidio
analizar a varias moléculas pro-inflamatorias implicadas en la infiltracién de leucocitos y

su dindmica en presencia del pre-tratamiento con DHA.

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima liberada por los neutrofilos en el sitio de lesidn,
de manera que su cuantificacién nos permite de forma indirecta medir la infiltracion y
activacion de neutrdfilos (Bindu et al., 2013; Jung et al., 2012; Martin and Wallace, 2006).
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Se ha reportado un incremento en los niveles de MPO en tejido gastrico tras la
administracion de indometacina (Santos et al., 2005; Yan et al., 2011). Los resultados de
nuestra investigacion corroboran el incremento en los niveles gastricos de MPO tras la
administracion de indometacina reportado con anterioridad (Santos et al., 2005),
correlacionando este incremento de MPO con la presencia de neutréfilos ya sea por
adherencia o infiltracién (Santana et al., 2015); resaltando que el pre-tratamiento con
DHA (a dosis de 30 y 100 mg/kg) disminuye los niveles de la MPO inclusive mds que los
niveles basales. Se ha reportado que el neutrdfilo contiene al menos cuatro tipos de
granulos, que se diferencian en funcion de su contenido proteico (Pechous, 2017); las
vesiculas secretoras son las primeras en liberarse y dan como resultado activacion de un
mecanismo de defensa ante agentes patdgenos muy sutil como por ejemplo una
vasodilatacion que permita disipar sustancias nocivas; en caso de fallar, su interaccién con
el patégeno da como resultado la liberacion de los granulos terciarios (gelatinasas),
secundario (proteasas) y finalmente los primarios, considerados la respuesta final y letal
de un neutrofilo (Futosi and Mdcsai, 2016; Grommes and Soehnlein, 2011; Mantovani et
al., 2011; Pechous, 2017). Sin embargo, en nuestra investigacién solo se miden los niveles
de MPO liberados en la respuesta citotdxica final del neutrdfilo; por lo tanto nuestra
investigacion revela que probablemente el DHA es capaz de permitir la menor respuesta
inflamatoria eficaz, sin comprometer el tejido cercano. Aunque, hasta el momento no hay
reportes de los efectos de los omega-3 sobre la MPO en tejido gastrico en modelos
experimentales y existen estudios como el de Andersen et al., en 2010, efectuado en
humanos sanos en el que se indica que después de 12 semanas de ingesta de omega-3 no
se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los niveles basales
de MPO (Andersen et al., 2010). Por otra parte tenemos estudios como Raederstorff et al.,
1996 donde una dieta rica en Omega-3 modifica la actividad de la MPO en un modelo
murino de inflamacién (Raederstorff et al., 1996); también estudios como el de Liu et al.,
en 2014 que demuestra in vitro que uno de los productos del DHA (denominado PDX)
disminuye los niveles de MPO y ROS en neutréfilos (Liu et al., 2014); y finalmente estudios

como el de Norling et al.,2012 donde la resolvina D1 derivada del DHA reduce la
74



infiltracion de neutrofilos en un modelo in vitro, en el cual la reduccién fue
estadisticamente significativa con respecto a los niveles basales e (Norling et al., 2012).
Por ello, nuestros resultados permiten sugerir la capacidad que posee el DHA para reducir
la adherencia de los neutréfilos en el dafio gastrico generado por indometacina en este

modelo, lo cual se ve reflejado en la disminucién de la MPO.

El dafio gdastrico generado por AINEs involucra entre sus mecanismos, la adherencia de
leucocitos al endotelio vascular y su reclutamiento al sitio de lesién, mediado
principalmente por el LTBs (Wallace and Ma, 2001). Al respecto, nuestro estudio
histopatoldgico confirmd que la administracion de indometacina (30 mg/kg, p.o.) dafa la
capa superficial de la mucosa gastrica, y genera una interrupcidon considerablemente
profunda de las glandulas de la mucosa gastrica que se acompafia de congestion celular,
en comparacién con el grupo en condiciones basales (Chen et al., 2016; Wallace and Ma,
2001); lo que se correlaciona con el dafio gastrico generado y los niveles de
mieloperoxidasa cuantificada en este estudio. Se ha reportado que existe un incremento
del LTB4 tras la administracion de indometacina (Chavez-Pina et al., 2009; Choi et al.,
2014) y que una disminucion en estos niveles correlaciona con el efecto gastroprotector
de diversos agentes (Choi et al., 2014; Wallace et al.,, 2011a; Wallace and Ma, 2001);
nuestros resultados a nivel gastrico mostraron un incremento de LTB4 en el grupo dafado
con indometacina y una disminucion de los niveles de LTB4 en los grupos pre-tratados con
DHA, indicando una respuesta inflamatoria minima. Este resultado, concuerda con
estudios como el de Norling et al., 2012 donde la resolvina D1 derivada del DHA limita la
infiltracidn de neutréfilos en un estudio in vitro y en el cual se sugiere que las resolvinas
reducen la produccidn de potentes prostanoides pro-inflamatorios derivados de las
ciclooxigenasas como LTBas (Norling et al., 2012). Se ha reportado que el DHA reduce la
produccién de LTBs en un estudio in vivo de una enfermedad crénica de caracter
inflamatorio como la dermatitis atopica (Yoshida et al., 2016), estos datos sugieren que la
disminucion del LTBs mediada por el DHA en procesos inflamatorios es un punto clave en

el mecanismo de accion de los omega-3.
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Para desencadenar la adherencia de los neutrdéfilos desde la microcirculacion al endotelio
vascular del tejido gastrico, uno de los pasos cruciales es la expresion de moléculas de
adhesiéon como ICAM-1 (Caterina et al., 2000; Cook-Mills et al., 2011; Wallace and
McKnight, 1993), ya que esta molécula es el principal responsable de proporcionar un
enlace estable entre los neutrdfilos y el endotelio (Okada et al., 1998). En nuestros
experimentos se observé un incremento en la expresidn gastrica de ICAM-1 después de la
administracién de indometacina tal como se ha reportado con anterioridad (McCafferty et
al., 1995; Yadav et al., 2012; Yan et al., 2011); pero mds importante aln es que también
demostramos que el pre-tratamiento con DHA logra prevenir el incremento en la
expresion de ICAM-1 en el tejido gastrico; este resultado coincide con estudios que
indican que los omega-3 o los mediadores derivados de estos, reducen la expresién de
ICAM-1 en modelos de dafio tisular (Brooks et al., 2013; Huang et al., 2015; Nordgren et
al., 2014). Es importante mencionar que, la reduccion en la infiltracion de neutrofilos en el
pre-tratamiento con DHA en el tejido gdstrico que se observd en los cortes histoldgicos, es
consistente con la reduccién en los niveles de MPO, LTB4 e ICAM-1 y proporcional con el
efecto gastroprotector que presentd el pre-tratamiento con DHA a nivel gastrico.
Asimismo, este es el primer reporte que indentifica una disminuciéon de ICAM-1 después

de la administracion de DHA en un modelo de dafno gastrico.

Ademas de las moléculas de adhesién en el endotelio y los receptores de estas moléculas
presentes en los leucocitos, la especificidad de las acciones de los leucocitos en el tejido es
regulado por las citocinas presentes en el microambiente (Cook-Mills et al., 2011). IL-1] es
una de las citocinas proinflamatorias mas importantes que usualmente estd involucrada
en el reclutamiento de neutrofilos al sitio de lesidn, activacion de moléculas de adhesion,
asi como la induccién de otras citocinas (Sahoo et al.,, 2011). Los resultados obtenidos
revelan que ni la administracién oral de indometacina ni la administraciéon oral de DHA
modifican los niveles gastricos de II-1B3. Sin embargo, es importante mencionar que
aunque se ha evidenciado la participacion de II-13 en el dafio generado por AINEs (Martin

and Wallace, 2006); hasta el momento no se habian medido los niveles de II-13 por ELISA
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en este modelo de dafio. La cuantificacidon por esta técnica, se reportd recientemente en
el dafo gastrico generado por estrés (Ohta et al., 2017) y etanol (Al-Quraishy et al., 2017;
Wang et al., 2015) donde existe un ligero incremento en el tejido gdstrico dafado y al
igual que nuestro estudio las concentraciones reportadas son en magnitud de picogramo
por gramo de tejido (Wang et al., 2015). Al respecto, se ha documentado que tras una
administracién en bolo de II-13 (100 mg/kg, i.v) en ratas de la cepa SD (Kudo et al., 1990)
tuvo una vida media de eliminacion de 1.59 h; ademads se conoce que se distribuye y
puede llegar a actuar en tejidos diferentes a los que fue producida (Lopez-Castejon and
Brough, 2011b) teniendo predileccién por rifién en donde se ha sugerido es su principal
sitio de degradacién metabdlica (Kudo et al., 1990). Teniendo en cuenta lo anteriormente
mencionado y que ademas existe bibliografia que reporta que la II-1B incrementa la
resistencia al dafio gdstrico en diversos modelos, esto debido a su habilidad de estimular
la liberacion de 6xido nitrico y prostaglandinas (Perretti et al., 1992; Wallace and Ma,
2001). Los resultados obtenidos en esta investigacion nos permiten concluir que la
activacion de la via inflamatoria, es debido a la participacién de otras moléculas pro-

inflamatorias distintas a II-1f3.

Por otro lado, se ha identificado a TNF-o. como una de las moléculas mas activas en el
dano gastrico generado por AINEs, ya que ademds de promover la secrecién de otras
moléculas pro inflamatorias, el TNF-a también esta encargado del reclutamiento de
leucocitos al endotelio vascular (Martin and Wallace, 2006; Wallace and Granger, 1996).
En consecuencia, decidimos determinar si el DHA desempena un papel importante en la
modulacion de los niveles gastricos de TNF-a y, por lo tanto su papel indirecto en la
disminucion del reclutamiento de neutréfilos. Estudios previos han reportado un
incremento en los niveles gastricos de TNF-o después de la administracién de
indometacina (Zhang et al., 2008). Al cuantificar los niveles de TNF-co, en tejido gastrico, se
obtuvo que el pre-tratamiento con DHA logra mantener los niveles basales de TNF-a
mientras que se encontré un incremento de dichos niveles tras la administracion de

indometacina, sugiriendo que el DHA podria modular el TNF-a, aunque el mecanismo
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preciso por el cual esto ocurre no ha sido reportado hasta el momento. Los resultados
obtenidos sobre el DHA y sus efectos en el TNF-a, son consistentes con la disminucién del
reclutamiento de neutrdfilos y los niveles de MPO, LTB4 e ICAM-1 en tejido gastrico que el
pre-tratamiento con DHA generd en el tejido gastrico inclusive ante la administracién de
indometacina. Al respecto, diversos estudios sugieren que la administracién crénica de
aceite de pescado en ratones, disminuye la produccion de TNF-a, II-13 e 1l-6 en
macréfagos que inclusive han sido estimulados con endotoxina (Renier, Skamene,
DeSanctis, & Radzioch, 1993; Yaqgoob & Calder, 1995); por lo que nuestros resultados
apoyan la idea de que los omega-3 como el DHA logran la modulacién de citocinas pro-
inflamatorias.

Adicionalmente se ha reportado que el TNF-a tiene la capacidad de facilitar la activacidn
del factor nuclear NFkB, en una accién mediada por alguna de las vias activadas por los
receptores tipo Toll (TLRs)(Baud and Karin, 2001; Kawai and Akira, 2007; Lee et al., 2003);
e incluso se ha reportado en el dafio gastrico generado por indometacina que la activacion
del NFkB esta relacionada con la respuesta inflamatoria subsecuente y el reclutamiento
de neutrdfilos (Bindu et al., 2013; Yadav et al., 2012). Por ello, se decidid investigar si la
activacion del NFkB es el punto clave que asocia al pre-tratamiento con DHA vy la
prevencion del incremento de los niveles de TNF-a.. Se ha reportado que NFkB es inhibido
en citoplasma por un complejo inhibitorio de kB (IkBs), el cual al fosforilarse permite la
translocacién de NFkB a nucleo (Ghosh and Dass, 2016; Oh et al., 2010); por ello, se llevd
a cabo la purificacidon de nuestros extractos para asegurarnos de obtener solamente el
NFkB que se encuentra activo en nucleo. Nuestros resultados demuestran que existe un
incremento de la translocacién nuclear del NFkB en tejido gastrico tras la administracion
oral de indometacina que ademas de concordar con algunos reportes previos (Bindu et al.,
2013; Martin and Wallace, 2006) se correlaciona con el incremento en la infiltracion de
neutrdfilos observado en la mucosa géstrica. Resaltando que el pretratameinto con DHA
logré mantener en niveles basales la actividad de NFkB aun en presencia del dafo por

indometacina; siendo muy importante destacar que este resultado concuerda con los

78



recientes reportes que indican que el DHA puede inhibir la actividad o la expresion del
NFkB en macréfagos derivados de la medula ésea estimulados con lipopolisacdridos
(BMDMs), células dendriticas, macréfagos TPH-1 y macréfagos derivados de célula dsea
con un cebador de LPS (Calder, 2015; Harvey et al., 2015; Yang et al., 2014). Por lo tanto,
nuestros resultados demuestran que el efecto gastroprotector del DHA, se lleva a cabo
por la modulacién de la infiltracién de neutrdfilos y esta accion es mediada por la
regulacion de una via que involucra la expresion de LBT4, TNF-o, ICAM-1 y la activacion de
NFkB.

Por otra parte, se ha reportado la presencia de compuestos denominados resolvinas
mediante el analisis lipiddmico de exudados inflamatorio en fase resolutiva, los cuales
derivan de acidos grasos omega-3 y que son denominados mediadores especializados pro-
resolutivos (SPMs) (Fredman and Serhan, 2011; Garcia Rodriguez and Barreales Tolosa,
2007), entre los que se encuentran al menos 4 tipos de resolvinas de la serie D
(RvD)(Serhan et al., 2007; Serhan and Chiang, 2009). Estas resolvinas son mediadores de
caracter lipidico que diversas investigaciones reportan como los responsables de la
mayoria de las propiedades benéficas de los omega-3, entre ellas sus propiedades pro
resolutivas y la limitacién de la infiltracién de polimorfonucleares en modelos de
inflamacién (Seki et al., 2010). Esto a través de acciones que regulan la expresién de genes
implicados en la regulacion del proceso inflamatorio como lo serian la regulacién de
factores nucleares, vias del Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) asi como de los
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (Buckley et al., 2014; Calder, 2013). Debido a
lo anterior se considerd importante cuantificar los niveles de RvD1 en el tejido gastrico
después del pre-tratamiento con DHA y la induccion de dafo con indometacina;
obteniendo que el pre-tratamiento con DHA genera un incremento en los niveles de RvD1
en las dosis de 3 y 30 mg/kg de DHA incluso ante el dafio generado por indometacina,
mientras que el grupo dafiado con indometacina presenta una disminucion de los niveles
de RvD1 en comparacion con el grupo basal. Al respecto, podemos decir que la resolvina
D1 derivada del DHA seria parcialmente responsable del efecto gastroprotector del DHA;

ya que diversos autores como Serhan et al.,, en 2010 y Weylandt et al., en 2012,
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mencionan que se ha identificado que las resolvinas interactuan con los receptores AXL y
ChemR23 en la superficie del neutrdfilo, por lo que este podria ser un posible mecanismo
por el cual el DHA ejerce su efecto gastroprotector (Serhan, 2010; Weylandt et al., 2012).
Por otra parte se ha reportado que las resolvinas tienen remarcables acciones anti-
inflamatorias y pro- resolutivas en diversos modelos inflamatorios como artritis (Lima-
Garcia et al.,, 2011), colitis (Arita et al., 2005) y asma (Zambalde et al., 2016); lo que
involucra una variedad de tipos celulares incluyendo neutrdfilos, macréfagos, monocitos
y células T (Calder, 2015; Fiorucci et al., 2001). Ademads, se ha reportado que la resolvina
D1 (RvD1) participa en antinocicepciéon (Bang et al., 2012; Nakamoto et al., 2010),
citoproteccién en modelos de dafo por isquemia-reperfusién (Kang and Lee, 2016), e
incluso en mejorar condiciones como obesidad (Rius et al., 2014) y diabetes mellitus tipo 2
(Tang et al., 2013); pero cabe mencionar que hasta el momento no se habia relacionado a
esta molécula con el efecto gastroprotector.

Nuestros resultados demuestran por primera vez que la administracién de indometacina
puede reducir los niveles gdastricos de RvD1 de manera significativa y mds importante aun
qgue el pre-tratamiento con DHA logra prevenir esta disminucién de los niveles de RvD1;
por lo que podriamos concluir incluso que el DHA es un precursor de la produccién de
RvD1, al menos en tejido gastrico. Aunque los mecanismos por los cuales ocurre la
biosintesis de los SPMs como RvD1 e inclusive sus mecanismos regulatorios no se han
elucidado en su totalidad (Lehmann et al., 2015). Se conoce que la sintesis de resolvinas
involucra las vias de las COXs y Lipoxigenasas (LOX) (Calder, 2015, 2013), estas vias se
activan gracias a el contacto transcelular; por lo tanto, la biosintesis de resolvinas depende
de la disponibilidad enzimatica e incluso la presencia de ciertos tipos celulares por
ejemplo los neutréfilos (Calder, 2015; Chiurchiu et al., 2016; Fiorucci et al., 2001). Esto
ultimo explicaria que el incremento en los niveles de RvD1 después del tratamiento con
DHA no tuviera un comportamiento dosis- dependiente, ya que todas las dosis probadas
indujeron un incremento de los niveles de RvD1. Al respecto, se ha reportado que existen
al menos 5 resolvinas importantes en la serie D (RvD1, RvD2, RvD3, RvD4 y RvD5), donde

cada una tiene un tiempo de produccién Unico dependiendo del contexto tisular en el que
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se encuentren (Serhan, 2014) que suele depender del tiempo inflamatorio en el que se
encuentre dicho tejido (Dalli et al., 2013). Sin embargo, consideramos que es necesaria
una mayor comprensién de sus mecanismos de accidon para poder asociarlo
definitivamente a dicho efecto; para ello la produccién de resolvinas necesitaria ser
estudiada con métodos mds especializados que permitieran establecer los tiempos
exactos de produccion en el contexto inflamatorio, asi como la accién especifica de cada
una de las resolvinas en procesos inflamatorios in vivo (Dalli et al., 2013), ya que se ha
reportado la accion de dosis nanomolares en la resolucidn de la inflamacién (Calder, 2015;
Fiorucci et al., 2001). Asi mismo, nuestros resultados respaldan diversos estudios que
indican la habilidad de la RvD1 para reducir la expresiéon de LTB4 (Nauroth et al., 2010),
liberacion de TNF-a. (Abdelmoaty et al., 2013; Seki et al., 2010), expresidon de ICAM-1
(Bento et al., 2011; Lee et al., 2013), translocacidon nuclear de NFkB (Eickmeier et al.,
2013) y en consecuencia la reduccion de la infiltracion de neutréfilos (Abdelmoaty et al.,
2013; Seki et al., 2010) como ha sido reportado en modelos de inflamacién como
perinotinis (Norling et al., 2012), colitis (Bento et al., 2011; Lee et al., 2013) e inflamacién
inducida por hipersensibilidad mecanica (Abdelmoaty et al., 2013).

Recientemente se ha sugerido que los receptores de acidos grasos libres (FFAR, por sus
siglas en inglés) son los blancos moleculares para los efectos anti-inflamatorios de los
acidos grasos omega 3, esta nueva familia de receptores pertenece a los receptores
acoplados a proteina G (GPRCs) (Calder, 2015; Im, 2012), los cuales incluyen a FFAR 1
(conocido también como GPR40) y FFAR 4 (conocido como GPR120) (Calder, 2015). Se
conoce que FFAR 1 (GPR40), un receptor de dominio transmembranal acoplado a proteina
G, es expresado en diversos tejidos, pero principalmente en sistema nervioso central y
células B del pancreas (Mancini et al., 2015; Yamashima, 2015). En la actualidad los
estudios evidencian que FFAR 1 (GPR40) permite la regulacidon de diversas sustancias
como insulina (Burant 2013; Sartorius et al. 2015), noradrenalina (Aizawa et al. 2016) e
incretinas (Hauge et al. 2015); ademas, estd involucrado en procesos como osteogénesis
(Gao et al. 2015), regulacion de la transmision nociceptiva espinal (Kurihara and Miyata,

2015; Nakamoto and Tokuyama, 2015), plasticidad neuronal (Yamashima, 2015), control
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del dolor (Nakamoto and Tokuyama, 2015) y metabolismo de la glucosa (Huang et al.,
2014; Mancini et al., 2015; Tang et al., 2013). Las vias de sefalizacién por las cuales se
llevan a cabo estos procesos no han sido explicados, sin embargo, las acciones de FFAR 1
se han relacionado con su activacién por acidos grasos omega-3 (Ma et al., 2010; Milligan
et al., 2015). Nuestros resultados demuestran que FFAR 1 (GPR40) no estd involucrado en
el efecto gastroprotector del DHA (Gréfica 20), aunque existen diversos estudios que
indican su posible participacidon en la disminucién de procesos inflamatorios en otros

tejidos (Nakamoto et al., 2013; Yan et al., 2013).

Es importante sefialar que FFAR 1 y FFAR 4 son expresados en el tracto gastrointestinal
(Mobraten et al., 2013); sin embargo, solo FFAR 4 (GPR120) se expresa ampliamente en
los macréfagos durante la inflamacidn (Calder, 2015). Estudios in vitro han propuesto que
el efecto inhibidor del DHA sobre la actividad del NF«B ocurre a través de una via mediada
por FFAR 4 (Calder, 2013; Mobraten et al., 2013; Oh and Olefsky, 2012), donde ocurre la
inhibicion de la cinasa 1 activadora del factor transformador del crecimiento
transformante beta (TAK1); esto debido a que la activacidon de TAK1 estimula al receptor
tipo Toll 4 (TLR4) y la via de sefalizaciéon de TNF-a asi como al complejo inhibitorio de kB
(IkBs), la activacion de cualquiera de estas vias permite la translocacién nuclear vy
activacion de NFkB (Ghosh and Dass, 2016; Oh et al.,, 2010). Dichos estudios in vitro
demuestran los mecanismos por los cuales ocurre la inhibicién de NFkB y TNF-o mediante
la accion de los omega-3 sobre el receptor FFAR4 (GPR120) (Im, 2012; Mobraten et al.,
2013; Oh et al.,, 2010). Lo anterior nos permite explicar la inhibicion de NFkB y la
disminucion de los niveles TNF-a en el tejido gastrico generado por el pre- tratamiento
con DHA que se observé en nuestros resultados y correlacionarlo con el incremento de la
expresion de FFAR 4 (GPR120) que observamos en nuestra investigacion (Grafica 19). En
cuanto al DHA, los estudios recientes ha demostrado que la inhibicién de la infiltracién de
neutrdfilos y su acumulaciéon en los tejidos durante la inflamaciéon se debe a la
incorporacion del DHA a las membranas (Calder, 2013; Nordgren et al., 2014; Sorensen et

al., 2014), esto en consecuencia modifica la fluidez de la membrana que altera la
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interaccion del leucocito con las células endoteliales y probablemente de otras células que
participan en el proceso inflamatorio (Healy et al., 2000; Martins de Lima et al., 2007;
Rodrigues et al., 2016). Mas importante aun, se ha propuesto que algunos acidos grasos
incluido el DHA, podrian regular la actividad de las vias intracelulares mediante diversos
mecanismos (Martins de Lima et al., 2007); en los que estarian involucrados los receptores
acoplados a proteina G para acidos grasos (FFAR) (Buckley et al., 2014; Calder, 2015,
2013). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el efecto gastroprotector del DHA
se lleva a cabo mediante mecanismos que modulan el reclutamiento de leucocitos e
inclusive su actividad, donde muy probablemente la produccién y participacién de
resolvinas estén estrechamente relacionadas con las vias reguladas por los receptores
acoplados a proteina G identificados para los acidos grasos libres como FFAR 4 (GPR120),
sin embargo la finalidad de este estudio es identificar a las moléculas implicadas en la
cascada inflamatoria que son excretadas al intersticio, mas no discernir cudles son las vias
de senalizacion especificas que son modificadas tras el tratamiento con DHA, ya que para

ese fin se necesitarian emplear metodologias in vitro.

Existen compuestos naturales que no comparten similitudes con la estructura quimica del
DHA, y de los cuales se ha reportado su efecto gastroprotector en el dafio gastrico
generado por indometacina como son Trigonelina (Antonisamy et al., 2015), Cochinchina
momordica (Lim et al., 2014), Buddleja scordiodes (Diaz-Rivas et al., 2015) y Curcumina
(Thong-Ngam et al., 2012); donde los principales mecanismos gastroprotectores incluyen
acciones anti-inflamatorias en las cuales se modulan los niveles de MPO (Lim et al., 2014),
LTB4 (Antonisamy et al., 2015), TNF-o. (Diaz-Rivas et al., 2015) y la expresién de ICAM-1
(Thong-Ngam et al., 2012) e inclusive la regulacion de NFkB (Carrasco-Pozo et al., 2016).
Evidenciando asi que el efecto gastroprotector de cualquier agente debe involucrar la
modulacion de la moléculas que participan en la actividad inflamatoria. También es
importante mencionar que aunque la regulacién de la respuesta inflammatoria del DHA
esta bien documentada en modelos neuropatolédgicos (Ajami et al., 2013; Harvey et al.,

2015; Mayurasakorn et al., 2011b), hasta el momento solo existe un reporte relacionado
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con la administracion crénica de PUFAs n-3 en el dafio gastrico generado por
indometacina efectuado en ratones transgénicos fat-1 (Han et al., 2016). Sin embargo, en
dicho estudio solo se reportaron los mecanismos del EPA; ademds se ha documentado
que el DHA y el EPA pueden tener efectos independientes cuando se prueban por
separado en un mismo modelo (Anderson and Ma, 2009; Mayurasakorn et al., 2011b;
Mozaffarian and Wu, 2012; Sublette et al., 2011). Por lo tanto consideramos que el
presente estudio proporciona una mayor comprension de los efectos individuales del DHA

ante el dafio gastrico generado por indometacina.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el mecanismo por el cual el DHA genera un
efecto gastroprotector se lleva a cabo a diferentes niveles. Primero, podria servir como un
sustrato alternativo al acido araquiddnico generando eicosanoides menos potentes y por
lo tanto reduciendo la produccion de LTBas; también podria inhibir la activacion de
moléculas pro-inflamatorias o la transcripcién de genes pro-inflamatorios como en el caso
de TNF-a, ademas el DHA puede servir como sustrato para la produccion de mediadores
especializados pro-resolutivos (SPMs) como las resolvinas que finalmente podrian alterar
la interacciéon endotelio-vascular que permite la adherencia entre los leucocitos y las
células endoteliales reduciendo la infiltracion de leucocitos, en conjunto con la
disminucion de ICAM-1 y LTB4. Todos estos mecanismos podrian ser mediados en parte
por GPR120 (FFAR 4) un receptor acoplado a proteina G que al ser activado por el DHA o
las resolvinas permitirian una via de sefializacion que modifique y reduzca la activacion o
expresion de las moléculas involucradas en la infiltracion de leucocitos. Considerando los
resultados obtenidos en esta investigacidon y la extensa literatura consultada acerca del
tema, hemos propuesto un esquema que intenta explicar el mecanismo gastroprotector
del DHA de una forma légica (Figura 13) donde la produccién de Resolvina D1 vy la
participacién del receptor para acidos grasos libres FFAR 4 nos permiten integrar los

resultados obtenidos.

Recientemente, se ha reconocido que ademas del proceso inflamatorio, existe la
posibilidad de que la produccién de radicales libres y el estrés oxidativo subsecuente,
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estén asociados con la activacién del proceso inflamatorio en el tejido gastrointestinal
dafiado (Bindu et al., 2013). Debido a que se ha asociado al DHA con la disminucién de
malondialdehido (MDA) en higado, asi como un incremento de la expresién de superéxido
dismutasa (SOD) en rifidn (Ajami et al., 2013), catalasa (CAT) en corazén (Jahangiri et al.,
2006) y glutation (GSH) en cerebro (Hossain et al., 1999). Al respecto, en nuestro grupo de
trabajo Martinez - Pérez en 2015 reporta que el pre-tratamiento con DHA (100mg/kg,
p.o.) logra modificar los marcadores de estrés oxidativo como SOD y GSH, asi como los
niveles de marcadores de peroxidacion lipidica como MDA y grupos carbonilo con
respecto a ratones tratados con indometacina (30 mg/kg, p.o.). Por ello, dichos resultados
junto con los resultados obtenidos en esta investigacion, son los primeros en reportar y

proponer mecanismos implicados en el efecto gastroprotector del DHA.

Por otra parte, es importante mencionar existen reportes que indican que el aceite de
pescado o una dieta suplementada con acidos grasos omega-3 tienen un efecto
citoprotector en intestino en modelos murinos de isquemia-repercusién, (Brahmbhatt et
al., 2013), colitis inducida por 5-fluorouracil (Generoso et al., 2015),colitis infecciosa
(Ghosh et al., 2013) e inclusive se ha reportado que humanos que consumen de aceite de
pescado reducen significativamente riesgos intestinales (Kantha, 1987); debido a lo
anterior se decidid investigar si el efecto citoprotector del DHA como compuesto puro
podria llevarse a cabo en intestino de la misma manera que se produce en estomago. Para
ello se decidi6 emplear una metodologia de dafio intestinal generado por la
administracién de una dosis Unica de indometacina (30 mg/kg, p.o.) que se ha sido
reportada y utilizada ampliamente (LoGuidice et al., 2010; Wallace, 2013; Wallace et al.,
2011a). Nuestros resultados mostraron que efectivamente el DHA genera un efecto
entero protector el cual es estadisticamente significativo con respecto al grupo de dafio
(Gréfica 4) e inclusive con respecto al grupo tratado con la misma dosis de omeprazol
(Grafica 5) que hasta el momento es el medicamento mas empleado en la coterapia ante
el dafio gastrointestinal por AINEs (Nagata et al., 2015); destacando las ventajas de la

administracion de DHA como compuesto puro ademds la gran posibilidad que
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representaria como tratamiento para prevenir el dafio por AINEs a nivel intestinal ya que
como se ha mencionado, hasta el momento no existen efectos adversos ligados al uso del
DHA, en comparacion con las que posee el omeprazol (Thomson et al., 2010; Wallace et
al.,, 2011a). Sin embargo, al realizar cuantificacién de los niveles de ciertas moléculas
implicadas en el proceso inflamatorio del dafio por AINEs que suelen ser atribuibles
también a intestino como el caso de LTBs, MPO y TNF-a (Wallace, 2013; Wallace et al.,
2011a), nuestros resultados mostraron que estas moléculas no participan en el dafo
intestinal generado por AINEs; donde ninguno de nuestros grupos presentd una diferencia
estadisticamente significativa entre si, aunque interesantemente los cortes histoldgicos

correspondientes indican una disminucidn en el infiltrado leucocitario.

En la actualidad, el dafio intestinal por AINEs y sus mecanismos especificos no se han
identificado por completo, nuestro estudio decidié investigar si el proceso inflamatorio
era modulado por el DHA. Sin embargo los resultados obtenidos demostraron que el
mecanismo por el cual el DHA genera su efecto enteroprotector no involucra la
modulaciéon de moléculas participantes en la infiltracién de leucocitos. En consecuencia,
otros mecanismos de dafio intestinal recientemente reportados como la suceptibilidad de
la microbiota intestinal (Mayo et al., 2016), la composicion de la secrecidn biliar (Gemici et
al., 2015) o los efectos del estrés oxidativo (Niu et al., 2014) e inclusive la estabilidad de las
uniones intestinales sobre la mucosa intestinal (Han et al.,, 2016), deberian ser
estudiados. Por ejemplo, se ha evidenciado que la administracién de acidos grasos omega-
3 permiten el enriquecimiento de Lactobacillusy Bifidobacteria en colitis infecciosa
evitando la disbiosis intestinal protegiendo el intestino (Ghosh et al., 2013) y que la
administracion de EPA-DHA logra mantener la integridad de la barrera intestinal en el
dafio intestinal por estrés térmico (Xiao et al., 2015). Sin embargo , diversos estudios
concuerdan en que el efecto del estrés oxidativo podria ser el mecanismo determinante
en el dafio intestinal por AINEs, ya que al incrementar las especies reactivas de oxigeno
genera lesion en los enterocitos desencadenando el dafio intestinal por AINEs (Handa et

al., 2014; Lazzaroni and Bianchi Porro, 2004). Ademas, existen reportes que indican que
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los omega-3 pueden mediar el dafio por ROS en el dafio intestinal en el modelo de
isquemia-repercusién y que la administracion crénica de acidos grasos omega-3
incrementa los niveles de SOD y CAT (Brahmbhatt et al., 2013), e incluso estudios en
modelos murinos de colitis experimental con una dieta rica en acidos grasos omega-3

reportan una disminucion de GSH e II-8 (Reddy and Naidu, 2016).

Al respecto, la capacidad antioxidante asociada al efecto enteroprotector de diversos
compuestos y farmacos, estd siendo estudiada recientemente; por ejemplo existen
reportes sobre el efecto antioxidante del farmaco rifaximin y su capacidad para mantener
la microbiota normal del intestino (Fornai et al., 2016), la capacidad de colchicina para
generar un efecto enteroprotector por interferir con la activacién de pro-caspasa 1 (Otani
et al., 2016). Aunque también, se investigan otros posibles mecanismos implicados en el
efecto intestinal, donde se ha reportado que rebamipide ejerce un efecto protector en los
enterocitos a través de la modulacion de la microbiota intestinal (Kurata et al., 2015) e
inclusive se ha reportado que un derivado del extracto de Artemisia (DA-6034) reduce la
permeabilidad intestinal protegiendo del dafio por indometacina (Kwak et al., 2016). Sin

embargo, en estos estudios utilizaron modelos de administracidn crdnica.

Con los resultados obtenidos en este proyecto, debemos considerar el potencial de
estudiar otros mecanismos propuestos para el dafio intestinal por AINEs como son el
dafno mitocondrial por contacto directo, formacién de aductos y el aumento de la
permeabilidad celular (Abimosleh et al., 2013; Atchison et al., 2000; Matsui et al., 2011;
Somasundaram et al., 2000; Wallace, 2013; Wallace and Devchand, 2005). Sin embargo,
los resultados obtenidos por Martinez - Pérez en 2015 sobre el efecto antioxidante del
DHA en el modelo de dafio gastrico por indometacina, pone en manifiesto la posibilidad
de evaluar el efecto antioxidante del DHA en el modelo de dano intestinal por
indometacina. Por lo tanto, aunque en este trabajo no se logré identificar el mecanismo
de accidén del efecto enteroprotector, es el primer trabajo que identifica la proteccion que

genera el DHA como compuesto puro a nivel de intestino.
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Finalmente, los resultados obtenidos con respecto a la produccion de resolvinas (Rvs) en
los cuales el DHA no es capaz de restablecer los niveles basales de RvD1 a nivel intestinal,
podrian indicar que se esta llevando a cabo la sintesis de otras resolvinas e incluso de
otros mediadores especializados pro-resolutivos SPMs como las maresinas. Se ha
reportado que el tratamiento con Maresina 1 (MaR 1) otro SPMs derivado del DHA,
protege de la colitis inducida por sulfato de dextrano sédico (DSS), potenciando el
fenotipo M2 de los macrdéfagos, lo que nos indica la posible participacion de los diversos
SPMs en los procesos inflamatorios intestinales, sin embargo no existe mas literatura
relacionada con la produccién de RvD1 u otros SPMs a nivel intestinal ni en el dano
intestinal generado por AINEs. En cuanto a la participacién de los receptores acoplados a
proteina G identificados para los acidos grasos libres (FFAR), solo se habia reportado a
GPR120 (FFAR 4) en intestino, mientras que GPR40 (FFAR 1) se reportaba en el sistema
nervioso central y colon (Nakamoto et al., 2012). Sin embargo, durante el desarrollo de
este trabajo otros autores reportaron la expresion de GPR40 y GPR120 (Christensen et al.,
2015; Mobraten et al., 2013; Moniri, 2016) en intestino. Aunque, se ha reportado que
estos FFAR estan implicados en el efecto hipoglucemiante generado por la delfinida (una
antocianina) en yeyuno de ratén y células HT-29 (Hidalgo et al., 2017); también que
GPR120 (FFAR 4) puede modular al péptido tipo glucagén 1 (GLP-1) (Hirasawa et al., 2005)
e inhibir la activacién de caspasa-3 de células enteroendécrinas STC-1 tratadas con DHA
(Katsuma et al., 2005). Por lo que se debe considerar evaluar en un futuro, la posible
participacién de estos FFAR en efecto enteroprotector del DHA, a través del uso de otras
técnicas moleculares como RT-PCR, microarreglos e inclusive pruebas competitivas con
analogos recién sintetizados para FFAR como el 4cido fenilpropionico 4-(3-
fenoxibenzilamino) (GW9508) o el acido 4-{4-[2[(fenil-2-piridinilamino)etoxi]fenil}butirico
(NCG21) (Moniri, 2016b). Si bien se habia reportado la sintesis de antagonistas de FFAR
(Tikhonova et al.,, 2008), después de una busqueda exhaustiva no se encontraron
antagonistas disponibles de manera comercial e inclusive los kits de ELISA recientemente
disponibles el mercado solo sirven para la busqueda de agonistas o antagonistas de FFAR

1 (GPR40) y FFAR 4 (GPR120) en cultivos celulares (FFAR1 Reporter Assay 601190 y FFAR4
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Reporter Assay 601200). Cabe mencionar que el trabajo realizado a nivel intestinal llevado
a cabo en esta investigacion, puede servir para marcar la direccidn de futuros trabajos con
respecto al efecto enteroprotector del DHA; pues reportamos que no es la modulacién de
la respuesta inflamatoria el mecanismo por el cual se ejerce dicho efecto, con lo cual se
deja abierta la posibilidad de investigar otros mecanismos recién atribuidos al dafio

intestinal por AINEs y que posiblemente sean modulados por el DHA.
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Figura 13. Esquema representativo del posible mecanismo gastroprotector del DHA ante el dafio generado

por indometacina.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion, nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

El DHA (acido docosahexaenoico) ejerce efecto gastroprotector y enteroprotector.

El efecto gastro y enteroprotector ejercido por el DHA a dosis de 30 mg/kg, es
comparable con el efecto que posee el omeprazol a nivel gastrico y mas efectivo

gue este a nivel intestinal.

Aunque el DHA (acido docosahexaenoico) no modula los niveles de II-1B ni la
expresion de FFAR 1, ejerce su efecto gastroprotector a través de la modulacion de
MPO, LTB4, ICAM-1 y TNF-a, asi como la inhibicién de la activacién de NF-xB; lo
gue nos indica que participa en la disminucidn de la infiltracidon de leucocitos en el

modelo de dafio generado por indometacina.

El pre-tratamiento con DHA promueve la producciéon de RvD1 y restablece los
niveles de FFAR 4, indicando su probable participacién en el mecanismo

gastroprotector del DHA.

Sin embargo, el DHA (acido docosahexaenoico) no modula MPO, LTB4, RvD1 ni TNF-
o en intestino, aunque presenta efecto enteroprotector lo que indica la

participacién de otros mecanismos a nivel intestinal.
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12. PERSPECTIVAS

Los beneficios del DHA en numerosos modelos experimentales apenas estan siendo

investigados, por lo cual consideramos que para expandir esta linea de investigacion seria

prudente que:

Se llevara a cabo la evaluacién de los efectos sobre la microbiota intestinal,
permeabilidad celular y los efectos anti-oxidantes del DHA en el dafo por

indometacina.

Consideramos que seria util realizar la evaluacion del efecto gastroprotector del
DHA ante otros AINEs ya que se podria reforzar la evidencia obtenida en este

estudio, sobre el papel gastroprotector del DHA frente a los AINEs.

Finalmente, la posibilidad de evaluar los efectos del DHA en el proceso de
cicatrizacion del tejido gastrointestinal esto a través de técnicas como
inmunohistoquimica, ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima, microarreglos e

inclusive técnicas de lipidémica.
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14.- ANEXOS

ANEXO I. Soluciones y reactivos

f)

g)

h)

Amortiguador de lisis de tejido para técnica de MPO: 50 mM de amortiguador de
fosfatos de potasio [K;HPOa4 y KH2PO4] (pH 6) con 0.5% de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio.

Amortiguador de fosfato de sodio para técnica de MPO: Na;HPO4 0.22M y
NaH,PO4 0.22M.

Amortiguador de fosfato salino (PBS) NaCl 137 M, KCI 2.7 mM, Na;HPOs 10 mM y
KH2PO4 1.8 M.

Amortiguador de lisis de tejido STM para técnica de extraccidon nuclear: sacarosa
250mM, Tris-HCI 50 mM y MgCl, 5 mM

Amortiguador de lisis de tejido NET para técnica de extraccidn nuclear: HEPES 20
Mm (pH 7.9), MgCL2 1.5 mM, NaCl 0.5 M, EDTA 0.2 mM, Glicerol 20% y Triton X
100 al 1%.

Amortiguador de fosfato para técnica de ELISA: NaH,PO4 y Na;HPO4 10mM (pH
7.4).

Amortiguador de lisis de tejido géstrico para técnica de Western Blot 20 mM Tris-
HCI (pH 7.5), PMSF 0.1mMol, Triton X-100 1%, inhibidores de proteasas 2X .

Acrilamida / Bisacrilamida 40%: se pesaron 193.4 g de Acrilamida y 6.6 g de
Bisacrilamida se disolvieron en 500 mL de H,O bidestilada y se guarda en frasco
ambar a 4°C.

Gel separador: Para dos geles separadores al 12% se emplean 4.3 ml de H20
bidestilada, 2.5 ml de Tris 1.5 M pH 8.8, 100 ul de SDS 10%, 3 ml de Acrilamida /Bis
acrilamida 40 %, 100 pl de PSA 10%, 10 ul de TEMED. Para dos geles separadores al
10% se emplean 4.8 ml de H:0 bidestilada, 2.5 ml de Tris 1.5 M pH 8.8, 100 pl de
SDS 10%, 2.5 ml de Acrilamida / Bis acrilamida 40 %, 100 pl de PSA 10% y 10 pl de
TEMED.
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j)

o)

p)

a)

Gel concentrador: Para un gel concentrador al 5% se emplean 3.2 ml de H20
bidestilada, 1.25 ml de Tris 1.5 M pH 6.8, 50 pl de SDS 10%, 0.5ml de Acrilamida /
Bis acrilamida 40 %, 50 ul de PSA 10% y 5 ul de TEMED.

Amortiguador de corrida Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M y SDS 0.1%.
Amortiguador de transferencia Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M y MeOH 20 %.

Reactivo de Comassie: 0.25 g de azul de comassie R, 45 ml de etanol, 45 ml de H20
bidestilada y 10 ml de acido acético glacial.

Solucién desteiiidora consté de 45 ml de etanol, 45 ml de H20 bidestilada y 10 ml
de acido acético glacial al 10%.

Amortiguador de tris salino (TBS), 20 mM Tris y 500mM de NaCl.

Amortiguador de tris salino (TBS) con Tween-20, 20 mM Tris, 500mM de NaCl y
Tween-20 al 0.05 %, para ello se pesan 2.42 g de Tris y 29.22 g de NaCl 8.76 g
disueltos en 800 ml de H:0, se afora a 1 | con H:0 bidestilada y finalmente se
agregan 0.5 mL de Tween-20.

Solucién de bloqueo para GPR120 y GPR40, es TBS-Tween con 15% de leche libre
de grasa por 1h, para ello se pesan 3.75 g de leche libre de grasa (Svelty) disuelta
en 25 mL de TBS-Tween.
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bibliograficos comprendidos en la soficiud presentada, el resumen de la invencidn y, en su casg, el dibujo mas
flustrativo de la misma o 1a formula guimica que mejor la caracterice.

Mo obstante, la Ley de la Propiedad Industrial y su Reglamento tambigén prevén que, a-peticién dal solicitante
mediante escrito, la solicitud de patente podra ser publicada de manera anticipada, siempre que la misma haya
aprobado el examen de forma y &l solicitante enters al lnstituto e pagoe de la tasifa correspondients {articule 1d).

LAsi, una vez publicada la soliciiud, de eonformidad al aticuts 52 BIS de la Ley de la Propiedad Incustrial,
cualquier persona podid dentro de un plazo de seis Mases posteriores a 'aquella, presentar ante el Instituto,
informacion concerniente a 1os requisites de patentabilidad y sus-excepciones {articulos 16y 19 dela ley dela
Propiedad Industnal), por lo que e| Instituto dara inicio al examen de fondo hasta haber transcurrido los plazos
espacificados. ) :

£1 suscrito firma el presente oficio con fundaments en los articulos 8° fracciohes Hli y Xl y 7°bis2de la Ley de la
Propiedad Industrigl (Diaric - Oficial de la Federacien 27/08/1691, reformada el 02/08/1994, 25/10/1986,
oB/42/1097, 17/05/1988, 26/01/2004, 16/06/2005, 25/01/2008, 06/06/2008, 068/01/2010, 18/06/2010, 28/08/2010,
27/01/2012 y 08/04/2012); articulos 1°, 2%, 3° fraccion V, inciso &), sub inciso i), segundo guidn, 47, 5° v 427
fracciones |, [, 11, W y Wi del Reglamento del instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (D.O.F. 14/12/1898,
reformade el 01/07/2002, 15/07/2004, 2&/07/2004 y 97/0&/2007); articulos 1°, 27, 3040 5° fraceién V inciso a)

T
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1Al oy RS .
sub inciso §), segundo guidn, 18 fracciones 1, I, 11, IV y V! v 30 del Estatuto Qrgénica dei Instituto Mexicane de
la Propiedad Indusirial (D.O.F. 27/12/1888, reformado el 10/10/2002, 29/07/2004, 04/08/2004 v 13/08/2007);
arficulos 19, 3% v 5% inciso &) e ) y pentltime parrafo de! Acuerde gue dslega facultades en los Dirsctores
Generales Adjunios, Coordinador, Directores Divisionales, Titulares de las Oficinas Regionales, Subdireciores
Dwisionales, Coordinadores Departameniales y oiros subalternos dal Instituto Mexicano de la Fropiedad
Industrial. (D.G.F. 15/12/1869, reformado s 04/02/2000, 28/07/2004, 04/08/2004 v 13/09/2007).
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i N SOCIETY fbr 1121 14th Street NW. Phone  (202) 962-4000
S N : Suite 1010 Fax (202) 962-4941
(@ NEUROSCIENCE Washington, DC 20005 Web SfN.org

Neuroscience 2015
October 17 - 21, 2015
Chicago, IL

Please let this serve to certify that

Elizabeth Pineda Pena, MS

has attended Neuroscience 2015, the 45th Annual Meeting of the Society for Neuroscience at the
McCormick Convention Center, Chicago, IL. Additionally, this attendee has participated in the
following scientific session(s) listed below:

Session Type: Poster

Session Title: Gastrointestinal, Renal/Urinary, and Reproductive Regulation

Session Date/Time: 10/19/2015 8:00

Presentation Number: 348.15

Presentation Title: Evaluation of the mechanism involved in the gastro protective effect of DHA
(docosahexaenoic acid) in the indomethacin-induced gastric injury model in mice

The Society for Neuroscience (SfN) is a nonprofit membership organization of basic scientists and
physicians who study the brain and nervous system. The Society’s primary goal is to promote the
exchange of information among researchers. For this purpose, SfN holds a prestigious annual meeting,
attended by scientists and researchers from around the globe. It is considered the most important annual
forum for the neuroscience research community, offering attendees the opportunity to learn about the
latest advances in brain research and to meet and network with their colleagues at top destination
throughout the United States.

Sincerely.

VALON

Kyle Hayden, CMP
Assistant Director of Annual Meeting Programs
Society for Neuroscience

Date: October 19, 2015
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