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Resumen

Objetivo. Determinar el efecto protector del extracto acuoso de las vainas de tara Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze, en la mucosa gastrica de animales de experimentacion. Disefio. Experimental. Institucién. Centro de
Investigacion de Bioguimica y Nutricion, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima, Peru. Material bioldgico. Extracto acuoso de las vainas de tara (EAVT) y 36 ratas albinas macho (2179 +
22 g). Intervenciones. Las ratas albinas previo ayuno de 24 h fueron divididas en 6 grupos: Gl y GlI, NaCl 0,9%
a 20 mL/kg; GlII, GIV y GV, EAVT en dosis de 100, 400 y 800 mg/kg, respectivamente; y, GVI hidroflat 500
mg/kg. Una hora después, se provocd la injuria gastrica con etanol 70° para luego realizar la gastrectomia.
Principales medidas de resultados. Porcentaje de proteccion de la mucosa, empleando el software ImageJ
1.48v, y para la actividad antioxidante el método 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH). Resultados. EI EAVT
presentd compuestos fendlicos y taninos en mayor cantidad. Exhibi¢ alta actividad antioxidante (ICs = 1,12
+ 0,04 pg/mL). EI mayor porcentaje de proteccion se observé a las dosis de 800 mg/kg (99,7%) y 400 mg/
kg (73,1%) p<0,01, lo cual fue confirmado por el analisis histopatologico. Conclusiones. EI EAVT mostré
actividad antioxidante y protectora en el modelo experimental de lesion gastrica inducida por etanol de 70°,
de manera dosis dependiente.
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Abstract

Objective: To determine the protective effect of the aqueous extract of the pods of Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze “tara” in the gastric mucosa of experimental animals. Design: Experimental. Institution:
Research Center on Biochemistry and Nutrition, Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Peru. Biological material: Aqueous extract tara pods (AETP) and 36 albino male rats (217g £ 22
g). Interventions: After a 24-hour fast, the albino rats were divided into 6 groups: Gl and GlI, NaCl 0.9% to 20
mL/kg; GlII, GIV and GV, AETP at doses of 100, 400 and 800 mg/kg respectively; and GVI, Hidroflat 500 mg/kg.
An hour later, gastric injury was caused with 70° ethanol and then gastrectomy was performed. Main outcome
measures: Percentage of mucosal protection, using the software ImageJ 1.48v, and the antioxidant activity
method 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Results: AETP presented tannins and phenolic compounds
in large amounts. High antioxidant activity (ICs, = 1, 1 + 0.04 ug/mL) was exhibited. The highest percentage
of protection was observed at doses of 800 mg/kg (99; 7%) and 400 mg/kg (73; 1%), p<0, 01, confirmed by
histopathological analysis. Conclusions: AETP exhibited antioxidant and protective activity in the experimental
model of gastric injury induced by ethanol 70°, in a dose-dependent manner.

Keywords: Caesalpinia spinosa; Gastric Mucosa; Gastritis; Mucus Protection; Tara.
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INTRODUCCION

La tara es una leguminosa nativa de Sud-
américa, de la cual las vainas han sido
ampliamente utilizadas en la medicina
tradicional para tratar diversas dolencias
debido a su efecto antibidtico contra en-
fermedades respiratorias e infecciones
de la piel. El contenido de taninos en las
vainas de la tara representa el 40% al 60%
de su peso seco Y. Entre las propiedades
atribuidas a los taninos de la tara, esta
su cardcter astringente, antiinflamatorio,
antimicrobiano y antiséptico, ademds de
ser empleada para tratar Ulceras y ayudar
a la cicatrizacién @,

Las propiedades fisico-quimicas (ac-
tividad antioxidante, polifenoles totales
y contenido de taninos) de extractos,
obtenidos por maceracién en diferentes
solventes y soxhlet, de las vainas de tara
han sido reportados en estudios previos,
en especial los extractos acuosos, indi-
cando una buena actividad antioxidante
de acuerdo a los métodos mas utiliza-
dos, como el ABTS (acido 2,2'-azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) y DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) ¢,

Por otro lado, la gastritis y Ulceras pép-
ticas son enfermedades muy frecuentes
en nuestra poblacién. La gastritis ocurre
en el contexto de una enfermedad sisté-
mica grave, como traumatismos, quema-
duras, sepsis, insuficiencia hepatica y re-
nal y shock, pero comunmente es debida
alainjuria directa de la mucosa por agen-
tes tales como farmacos antiinflamato-
rios no esteroideos (AINE), etanol, este-
roides (dosis altas), agentes alcalinos y
acidos fuertes. El tratamiento agudo con
etanol produce lesiones y erosiones de la
mucosa gastrica, aumentando los niveles
de peroxidacion lipidica, dafio del ADN
y reduciendo el contenido de glutation
reducido (GSH) en la mucosa gastrica de
rata. El dafio gastrico por etanol también
se debe a su accidn vasoconstrictora de
las venas y arterias de la mucosa gastrica,
produciendo la congestion, inflamacion
y dafio tisular ©”. Cuadros menos graves
se presentan en pacientes bajo tensiones
emocionales ®.

Se han comunicado las acciones de
gastroproteccién y antiulcerosa de varios
productos vegetales, en diferentes mo-

delos experimentales, y en estos estudios
se sefiala que entre los componentes se
encuentran los taninos, atribuyéndole
tales propiedades y su capacidad antio-
xidante, los cuales pueden constituir la
base molecular del efecto antiinflamato-
rio que ejercen muchas sustancias natu-
rales y sintéticas ©. Asimismo, se estdn
reevaluando nuevos métodos de estudio
de las plantas medicinales, ya sea a nivel
de extraccidn, analisis, formulacion y do-
sificacion, en diversos modelos animales.
También se estan ensayando compues-
tos activos aislados, los cuales tienen una
actividad muy diferente al extracto total
inicial.

La importancia de la presente inves-
tigacién es brindar un aporte al estudio
fitoquimico y farmacoldgico de la espe-
cie vegetal C. spinosa ‘tara’, a la que se
atribuye tradicionalmente muchas pro-
piedades medicinales, entre las cuales
se sefiala de manera verbal el protector
de la mucosa del estémago, probable-
mente por la capacidad antioxidante que
presentan sus componentes. Es por ello
que el objetivo principal fue determinar
la actividad protectora y antioxidante del
EAVT Caesalpinia spinosa (Molina) Kunt-
ze frente a la injuria aguda de la mucosa
gastrica inducida por etanol, en ratas al-
binas.

METODOS

Se realizé un estudio de disefio experi-
mental aleatorizado con grupo control en
animales de experimentacion.

Las vainas de Caesalpinia spinosa
‘tara’, fueron adquiridas del fundo Mos-
tacero, ubicado en el Sector de Magollo,
a 150 m.s.n.m de la provincia, departa-
mento de Tacna.

La especie fue identificada por el her-
bario Takana de la Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann de la ciudad
de Tacna. Las vainas fueron limpiadas
con escobilla de cerdas finas, secadas y
extraidas las semillas; las vainas fueron
molidas utilizando un molino de cuchillas
eléctrico (Willey Mill St. Modell N° 3) y
tamizadas hasta obtener un polvo fino.
Se realizé la extraccion acuosa con agua
destilada (1:4 p/v) a 65°C en un bafio ma-

ria por una hora. El extracto fue filtrado
a través de varias capas de gasa, luego a
través de papel de filtro N2 40 al vacio; el
filtrado fue concentrado en una estufa de
aire circulante de 40°C por 72 horas, para
obtener lo que significa EAVT seco. Final-
mente se almacend en frascos de color
ambar y en refrigeracion a 42 C hasta su
uso.

El analisis fitoquimico de los consti-
tuyentes del EAVT fue basado en la apli-
cacion de pruebas de coloracion y preci-
pitacién, de acuerdo al método descrito
por Lock O (10,

Para la observacién de la capacidad
antioxidante del EAVT se utilizd una mo-
dificacion del método 2,2-difenil-1-picril-
hidracil (DPPH), descrito por Yamaguchiy
col, 1998 (1),

El DPPH fue disuelto en metanol a una
concentracién de 20 ug/mL; se prepard
inmediatamente antes de ser utilizado.
El estdndar usado fue el acido ascérbico
diluido a una concentracién de 10 pg/mL.
Ambas soluciones fueron protegidas de la
luz. El EAVT fue disuelto a una concentra-
cion de 8 pug/mL en solucién acuosa. En
tubos se colocaron 200 pL de las dilucio-
nes del extracto o de acido ascdrbico, a
los cuales se les adiciond 800 uL de solu-
cién de DPPH. La solucién resultante fue
agitada en un vortex por 10 s e incubada
a temperatura ambiente por 15 min. La
disminucién de la absorbancia fue leida
contra el blanco en el espectrofotémetro
a 517 nm. La capacidad de captacion de
radicales del EAVT fue expresado como
porcentaje (%) de inhibicién, determina-
do por la siguiente expresion:

Abs control — Abs muestra)

% inhibicion = ( Abs Control

x 100

Donde, Abs control es la absorban-
cia a tiempo cero y Abs muestra es la
absorbancia a los 15 minutos. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y se
promediaron los resultados. El calculo
correspondiente al valor de ICs, se deter-
mind mediante un andlisis de regresién
de los porcentajes de inhibicién con la
concentracién necesaria de los extractos,
para inhibir el 50% del radical DPPH.

La capacidad protectora se realizo a
través de un experimento in vivo en 36
ratas albinas machos Rattus norvegicus
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Tabla 1. Resultados del estudio fitoquimico del EAVT Caesalpinia spinosa.

Ensayos Metabolitos Resultado
R. Gelatina Taninos +
R. Tricloruro férrico Compuestos fendlicos +
R. Dragendorff Alcaloides
R. Mayer Alcaloides
R. NaOH 5% Cumarinas
R. Molish Glicésidos
R. Shinoda Flavonoides +

(+) Presencia, (-) Ausencia.
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EAVT:
y=41,24x + 4,064
R* = 0,995

60
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40

% inhibicion

30

Ac. ascdrbico:
y=29,35x - 0,473
R’ = 0,999

ug/mL
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1,5 2 25

© EAVT A Ac. ascorbico

Figura 1. Capacidad antioxidante del extracto EAVT y vitamina C frente al radical DPPH.

cepa Holtzman (217 g + 22 g) adquiri-
dos del bioterio de la Universidad Nacio-
nal Agraria La Molina (UNALM). Fueron
mantenidas en ayuno solido de 24 h. Los
animales se dividieron aleatoriamente en
6 grupos (G), a los cuales se administro
mediante canulacién orogastrica en dosis
Unica las siguientes sustancias: grupo |
solucion NaCl 0,9% a 20 mL/kg; grupo |l
solucién NaCl 0,9% a 20 mL/kg; grupos |lI,
IVy Vel EAVT en dosis de 100 mg/kg, 400
mg/kg y 800 mg/kg, respectivamente; y
grupo VI, hidroflat 500 mg/kg. Transcurri-
da 1 h de la administracion, se provoco
la lesion géstrica con etanol de 70° 2 a
los grupos Il al VI. Al grupo | se adminis-
tré nuevamente solucién NaCl 0,9%, que
correspondio al grupo control negativo o
basal, que muestra el estado natural de la
mucosa gastrica. Posteriormente, trascu-

rrida una hora, se procedid a anestesiar
a las ratas con vapores de éter dietilico;
se practicd laparatomia y se extrajo el
estomago, el cual fue abierto por la cur-
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vatura mayor. Para el analisis macrosco-
pico de los estdmagos, se obtuvieron las
imagenes digitalizadas y se midi6 del drea
de lesion géstrica en mm? por medio del
software ImageJ del National Institute of
Health (NIH) 3. El célculo del porcentaje
de proteccion de la mucosa géstrica fue
expresado segln Sandoval y col. 4

Se realizd también el estudio micros-
copico, para lo cual cada tejido gastrico
fue conservado en formol al 10% para su
estudio histopatoldgico. El tratamiento
de las muestrasy la lectura de las ldminas
fueron realizadas en el Instituto de Pato-
logia y Biologia Molecular Arias-Stella.

Para el analisis del efecto protector,
los resultados fueron expresados como
media = DE (n=6) y se procesaron por la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de U Mann—Whitney U. La signifi-
cancia estadistica fue considerada como
p<0,05, con intervalo de confianza del
95%. La IC50 se determiné mediante re-
gresion lineal.

RESULTADOS

Al realizar el andlisis fitoquimico del ex-
tracto acuoso de vainas de tara (EAVT),
se evidencié la presencia de compuestos
fendlicos, entre ellos taninos y flavonoi-
des (tabla 1).

El EAVT tuvo un porcentaje de inhi-
bicion alto del radical DPPH comparado
con el estandar acido ascérbico, como se
puede apreciar en la figura 1.

Asimismo, el EAVT presentd un ICso =
1,12 +£ 0,04 pg/mL, comparado con el es-

Tabla 2. Indice de lesidn y porcentaje de proteccién de cada grupo experimental. Los datos son

presentados como media + DE.

Grupo (n=6)

Promedio del area de lesion (mm?)

% Proteccion

Control positivo 62,0 = 27,5

EAVT 100 mg/kg 21,2 +129°¢ 65,7

EAVT 400 mg/kg 16,7 = 14,4 b¢ 731

EAVT 800 mg/kg 02+05"% 99,7
Hidroflat 67,3 = 2541 -8,6

Prueba de U Mann-Whitney:

(
(
(
(

a) p<0,05 comparado con el control: EAVT 100 mg/kg p=0,016.

b) p<0,01 comparado con el control: EAVT 400 mg/kg p=0,004; EAVT 800 mg/kg p=0,003.

c) p<0,01 comparado con hidroflat: EAVT 100 mg/kg p=0,006; EAVT 400 mg/kg p=0,004; EAVT 800 mg/kg p=0,003.
NS) no hubo significancia estadistica con el control a p<0,05.
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tandar acido ascérbico con ICsq = 1,72 +
0,05 pg/ mL.

El efecto del tratamiento de la mucosa
gastrica con el EAVT previo a la agresion
con alcohol etilico a 70°, brindd protec-
cién a la mucosa de manera estadistica-
mente significativa mayor (p<0,01) a las
dosis mds altas, comparadas con el con-
trol y el grupo con hidroflat (tabla 2). El
EAVT a dosis de 800 mg/kg mostrd un
area de lesion de 0,2 mm?, representan-
do un 99,7% de proteccion de la mucosa.

Las microfotografias de los cortes
histoldgicos del grupo | mostraron una
apariencia histolégica de la mucosa gas-
trica normal, con superficie homogénea,
arquitectura glandular conservada, |a-
mina propia bien delimitada y vasos no
congestionados (figura 3A). En contras-
te, el grupo control positivo presentd un
amplio foco de erosién y necrosis de la
mucosa superficial, profundidad de dafio
que comprometié mas de la mitad de la
mucosa y congestion vascular (figura 3B).
El grupo que recibio el extracto 100 mg/
kg presentd pequefias zonas de necrosis
asociada a una anoxia provocada por el
etanol y erosién leve superficial en algu-
nos cortes y congestién de vasos (hema-

ties) (figura 3C). A dosis de 400 mg/kg, se
observd focos de erosion pero minimas
y solo una de las muestras presentd ne-
crosis superficial (figura 3D). El grupo del
EAVT 800 mg/kg mostrd erosién superfi-
cial en una de las muestras, pero minima
(figura 3E). El grupo tratado con hidroflat
500 mg/kg presenté necrosis en todas las
muestras (figura 3F).

DISCUSION

Los polifenores y taninos son compuestos
presentes en los vegetales, que muestran
actividad antiinflamatoria y antioxidante,
con lo que se fundamenta el efecto pro-
tector @4y atendiendo a que los mayores
componentes de las vainas de tara son
los taninos hidrolizables, polifenoles ®.
Son estos componentes los que le dan
el atributo astringente, antiinfamatorio
y antioxidante 1% Como se ha descri-
to, en el tamizaje fitoquimico del EATV
se encontré la presencia de compuestos
fendlicos y taninos en mayor cantidad y
una menor cantidad de flavonoides (ver
tabla 1), lo cual concuerda con los resul-
tados reportados por Lépez y col “. Por
otro lado, diversos autores sugieren que

Figura 2. Aspecto macroscépico de la mucosa gastrica. Grupo control negativo y control positivo (A
y B). Grupos del EAVT 100 mg/kg (C), 400 mg/kg (D) y 800 mg/kg (E) e hidroflat 500mg/kg (F).

en los métodos de preparacién tradicio-
nales, la mayoria de los remedios se pre-
paran como extractos acuosos, evitando
asi los efectos toxicos potenciales 1617,
tal como se desarrolld la extraccion en el
presente estudio.

La capacidad de un extracto para
eliminar los radicales libres se puede
fundamentar en sus propiedades antio-
xidantes dados sus componentes y este
mecanismo también podria ser una de
las razones por las que el extracto ejerce
su efecto protector gastrico del dafio que
causa el etanol. Asi, la actividad antioxi-
dante del EAVT fue determinada in vitro
y comparada con un control positivo an-
tioxidante, el acido ascoérbico. Los resul-
tados obtenidos por el método del DPPH
(figura 1) indican que el EAVT mostrd un
valor ICso mayor (ICso de 1,12 pg/mL) al
estandar (ICs, 1,72 pg/mL) para inhibir
el radical DPPH. Dicha capacidad anti-
oxidante se atribuiria al alto contenido
de fenoles totales que presenta, esto de
acuerdo con estudios previos que indican
una relacién directa entre actividad anti-
oxidante y contenido de fenoles totales
en hierbas, vegetales y frutos 1 y esta
a su vez con el contenido de taninos y su
eficiencia antirradical 929,

De acuerdo con la clasificacion de Go-
mes de Melo y col. Y, el EAVT muestra
una buena actividad antioxidante, y re-
sultados similares han sido reportados en
otros estudios referentes a los extractos
de vainas de tara “?2. La influencia del
medio ambiente, nutriciéon y genotipo,
asf como el tiempo de la cosechay su tra-
tamiento post-cosecha pueden afectar la
calidad y niveles de antioxidantes en las
plantas. Asi pues, el tipo de suelo y el pH
tienen un efecto directo en la concentra-
cion de taninos 2324,

El modelo de lesion gastrica aguda
por etanol a 70° es Util para medir la ac-
tividad citoprotectora de una sustancia
o elemento "2, Para determinar la dosis
efectiva del EAVT, se realizaron pruebas
piloto y a partir de alli se establecieron
tres concentraciones; 100, 400 y 800 mg/
kg. Los resultados mostrados en la tabla
2 indican que el EAVT presentd una re-
lacién de tipo dosis-efecto, ya que a las
dosis de 400 y 800 mg/kg se obtuvo acti-
vidad protectora estadisticamente signi-
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Figura 3. Aspecto microscépico de la mucosa gastrica (10x H-E). Grupo control negativo:
apariencia histologica de la mucosa gastrica normal (A). Grupo control positivo: amplio foco de
erosion y necrosis de la mucosa superficial (<) (B). Grupo del EAVT 100 mg/kg: necrosis pequefia
y pérdida del epitelio () (C). Grupo del EAVT 400 mg/kg: necrosis («>) (D). Grupo del EAVT 800
mg/kg: erosién superficial minima () (E) y grupo hidroflat 500 mg/kg: necrosis (presencia de
hematies) (<) (F).

ficativa (p<0,01), con una proteccion de
73,1y 99,7%, respectivamente. La dosis
de 100 mg/kg tuvo actividad protectora
menor (65,8%), pero igualmente estadis-
ticamente significativa comparado con
el control (p<0,05). Asimismo, cuando
se comparod las tres dosis del EAVT con
el antiacido hidroflat, estas tuvieron una
diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05).

Relaciones dosis-efecto similares a
las referidas en el parrafo anterior, se
han obtenido con fracciones de flavonoi-
des 2. Pero con fracciones de taninos se
ha reportado una relaciéon dosis-efecto
inversa de tres dosis ensayadas de la frac-
cién tanino obtenida por extraccion me-
tandlica, presentandose el mejor efecto
en la gastroproteccién a dosis de 25 mg/
kg, que es cuatro veces menor que la do-
sis utilizada para el control positivo (car-
benoxolona), atribuyéndole a los taninos
la propiedad de precipitar microprotei-
nas en el sitio de la Ulcera, construyendo
una pelicula protectora que evita que las
sustancias toxicas puedan ser absorbidas
y de esta manera promoveria la resisten-
cia a los agentes nocivos 9.

En la figura 2 se puede observar el
precipitado gelatinoso al realizar las ob-
servaciones macroscopicas de los esto-
magos tratados con dosis de 800 mg/kg
y en menor cantidad a la dosis de 400
mg/kg. La hidrotalcita, un antidcido que
contiene aluminio y magnesio similar al
hidroflat, se ha comprobado que ejerce
una accion protectora sobre la mucosa
gastrica dafiada en ratas y reduce signifi-
cativamente la lesidon inducida por etanol
y AINEs mediante la preservacion de las
células endoteliales de los vasos sangui-
neos de la mucosa vy las células progeni-
toras epiteliales 272,

Lo sefialado anteriormente difiere con
los resultados obtenidos en este estudio,
ya que el hidroflat a la dosis usada no lo-
gro la proteccién mucogastrica deseada
en comparacion al extracto de tara. En
otros estudios se ha demostrado que
la administracion oral de magnesio re-
duce el recuento de células parietales y
aumenta las células mucosas de Ulceras
inducidas por indometacina en ratas. Es
probable que el mecanismo por el cual el
magnesio ejerce su propiedad antiulcero-
sa sea mediante la reduccion de la masa
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celular parietal y estimulando la produc-
cion de la prostaglandina que estimula la
produccién de células mucosas 9.

En un estudio reciente, acerca del
efecto del pre tratamiento de la mucosa
gastrica con el extracto alcohdlico de vai-
nas de C. spinosa ante lesiones en muco-
sa gastrica inducidas con acido acetil sa-
licilico en ratas holtzman, se observd que
no presentd efecto protector a dosis de
100, 200 y 300 mg/kg, atribuyéndole es-
tos resultados al modelo de induccion de
lesion utilizado, a la cepa holtzman que
seria menos vulnerable al efecto del aci-
do acetil salicilico y, finalmente al tipo de
taninos predominante en el extracto ©),
ya que los taninos estan involucrados en
la actividad antiulcerosa de diversas plan-
tas medicinales.

En la evaluacion histolégica (figura 3),
en nuestros resultados se observo que
el grupo de animales pre tratados con el
EAVT presentaron menor area de lesidon
en la superficie de la mucosa gastrica. El
grupo control positivo tuvo ulceraciones
hemorragicas severas y agudas, inflama-
cion y lesion petequial en la mucosa gas-
trica, amplios focos de erosidn, necrosis
y congestion vascular, sin infiltracion de
leucocitos, ni tejido de granulacion y sin
alterar la submucosa, similares al antia-
cido hidroflat. A dosis de 100 mg/kg aun
se observd zonas de necrosis y erosion.
Pero a dosis de 400 mg/kg, las zonas de
erosion fueron minimas. Asimismo, a la
dosis de 800 mg/kg se observd en una
de las muestras una pequefia erosion su-
perficial pero minima asociada a anoxia;
esto podria deberse a que dicha zona no
fue protegida por el EAVT, y dado a que el
tiempo de contacto con el etanol solo fue
de una hora, a una alta concentracién de
etanol y por Unica vez, se trataria de una
gastritis aguda.

Dadas las observaciones y mediciones
macroscépicas asi como la descripcidon
micro anatomo-patoldgica y en nuestras
condiciones experimentales, podemos
concluir que el EAVT posee actividad
mucoprotectora gastrica en el modelo
experimental de lesidon gastrica inducida
por etanol de 70° y de manera dosis de-
pendiente.
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