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Efecto protector de latex desecado y fraccion alcaloidea de
Croton palanostigma frente a injuria de mucosa gastrica
inducida por etanol en ratas
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RESUMEN

OBIJETIVOS: Evaluar el grado de proteccién de necrosis de ia mucosa gastrica por etanol, con latex
desecado y tracciones alcaloideas de C. palanostigma, en un modelo experimental estandarizado en
ratas. Evaluar toxicidad subcrénica. MATERIAL Y METODOS: Se evalud 60 animales, administran-
doles uno de 6 pretratamientos: solucion salina, latex desecado de C. palanostigma 120 mg/kg, frac-
cion alcaloidea de C. palanostigma 20 mg/kg, 35 mg/kg y 50 mg/kg y sucralfato 500 mg/kg. Una hora
mas tarde se aplicé por via intragastrica 2 mL de etanol al 100% . Se realiz6 evaluacion macroscépica
y microscépica de las lesiones gastricas. Se evalud la toxicidad subcrénica a la dosis de 0,12. 0,40 y
1,20 mL/kg, por el periodo de 30 dias, con estudios bioquimicos e histopatolégicos de los érganos.
RESULTADOS: El pretratamiento con liatex y las fracciones alcaloideas y el sucralfato redujo
significativamente la necrosis hemorragica inducida por el etanol. La toxicidad subcrénica en la dosis
mayor mostré riesgo de esteatosis hepatica. CONCLUSION: En nuestras condiciones experimentales
el C. palanostigma y la taspina presentaron importante efecto protector y potencial terapéutico. En
toxicidad subcrénica, la dosis mayor presentd riesgo de esteatosis hepdtica.

Palabras claves: Mucosa gdstrica; Plantas medicinales; Agentes antiulcerosos; Modelos animales de
enfermedad.

PROTECTIVE EFFECT OF DRIED SAP AND ALKALOID FRACTION OF Croton
palanostigma AGAINST ACUTE ETHANOL-INDUCED GASTRIC MUCOSA INJURY
SUMMARY

OBJECTIVE: The gastric protective abilities of dried sap and alkaloid fraction of Croron palanostigma
and sucralfate against ethanol-induced necrosis was compared by means of standard experimental rat
model. Subchronic toxicity was determined. MATERIAL AND METHODS: A pretreatment with
either saline solution, dried sap of C. palanostigma 120 mg/kg, alkaloid fraction of C. palanostigma
20 mg/kg, 35 mg/kg y 50 mg/kg or sucralfate was given to 60 rats. Intragastric administration of 2 mL
of 100% ethano) was accomplished one hour later. A gastrectorny was perfomed four hours later
followed by macroscopic and histological evaluation of the gastric lesions. Subchronic toxicity was
determined with doses of 0,12, 0,40 and 1,20 mL/kg of sap for a 30-day period with biochemical and
histopathologic study of the organs. RESULTS: Pretreatment with dried sap and alkaloid fractions of
C. palanostigma and sucralfate resulted in a significant reduction of ethanol-induced gastric mucosa
necrosis. Subchronic toxicity with C. palanostigma largest dose showed risk of liver steatosis. CON-
CLUSION: In the present study, dried sap and alkaloid fraction of C. palanostigma and sucralfate
showed a significative protective effect, being potentially useful as a therapeutic tool. Subchronic
toxicity in higher doses showed risk of liver steatosis.
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INTRODUCCION

El Croton palanostigma Klotzsch es un arbol
perteneciente a la familia Euphorbiaceae, de cuya
corteza se extrae un latex viscoso de color rojo
oscuro llamado sangre de grado. Este latex vie-
ne usandose en la medicina tradicional para el
tratamiento de varias dolencias, entre ellas el
reumatismo (antiinflamatorio), cicatrizacioén de
heridas, hemorragias, gastritis y alceras ('*). Un
reporte reconoce el valor protector de la muco-
sa gastrica de Croton palanostigma en ratas (*).
Vaisberg y col., trabajando con una fracciéon
alcaloidea denominada taspina, a partir de una
especie recolectada en Iquitos, encontraron ac-
tividad cicatrizante en piel, utilizando un mode-
lo in vivo (3). Mélaga, en 1991, encontré activi-
dad cicatrizante de la taspina en la tlcera gastrica
en ratas (%).

En trabajos previos, hemos encontrado que
la administraciéon de 0,8 y 0,4 mL/kg del latex
produce una significativa proteccién de la mu-
cosa gastrica de la rata frente a lesiones induci-
das por la administracion de etanol absoluto (7-%);
y, siguiendo nuestra linea de investigacién, en
el presente trabajo se evalta la accién del latex
desecado, a la dosis de 120 mg/kg, asi como de
las fracciones alcaloideas a las dosts de 20, 35
y 50 mg/kg, sobre la mucosa gastrica, compa-
randola con un reconocido citoprotector, como
el sucralfato (*'°). Anteriormente se encontrd
que la dosis letal 50 del latex por la via oral en
ratones es de 24 mL/kg y en el presente trabajo
se evalia la toxicidad subcrdnica del latex a las
dosis de 0,12, 0,40 y 1,20 mL/kg, por el periodo
de 4 semanas.

MATERIAL Y METODOS

La resina del Croton palanostigma (material
vegetal) fue obtenida en el Departamento de San
Martin - Perd, dos meses antes de los experi-
mentos, y conservada a 10°C de temperatura.

Se empled una suspensién de sucralfato
(Ulcogant®), Merck Sharp & Dohme, que con-
tiene | g en S mL (material farmacolégico). Los
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animales fueron anestesiados con pentobarbital
sodico (Halatal®), Sanivet, que contiene 6,5 g
en vehiculo y excipientes csp 100 mL.

La preparacion del litex desecado se realizé
en estufa a temperatura de 35-40°C,
obteniéndose aproximadamente 20% de latex
desecado del peso total del latex.

10 mL de latex fue desecado a 40°C hasta
peso constante, obteniéndose 3,2 g de muestra
seca. Para la obtencién del extracto bruto
alJcaloidal (2 g de muestra seca), se exirae con
30 mL de solucién de acido sulfarico (H,SO,)
al 2%, con agitaciéon constante durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente; luego se basifica
con amoniaco hasta pH 11 y finalmente se ex-
trae con diclorometano (CH,CL,) (10 mL por 10
veces). Se lleva a sequedad, obteniéndose 49,5
mg del extracto bruto alcaloidal. La valoracién
de este extracto en medio no acuoso da como
resultado 1,12 % de alcaloides totales, expresa-
do como taspina.

Las evaluaciones fueron realizadas en 60 ra-
tas albinas de la cepa Balck, de ambos sexos
(30/30), que pesaban entre 240 y 270 g, alimen-
tadas de manera regular, a quienes se Jes pone
en ayunas un dfa antes de los experimentos. Cada
grupo fue de 10 ratas, trabajadas en fechas dife-
rentes, con intervalo de 15 dias; recibieron uno
de sets pretratamientos administrados por via
orogdstrica, mediante canula metalica. Estos
consistieron en solucién salina 2 mL, latex de-
secado 120 mg/kg, fraccién alcaloidea 20 mg/
kg, fraccién alcaloidea 35 mg/kg, fraccién
alcaloidea 50 mg/kg y sucralfato 500 mg/kg. Una
hora después del pretratamiento, se administro
2 mL de etanol absoluto, via orogéstrica, a to-
das las ratas. Cuatro horas después de la admi-
nistracion de etanol, las ratas fueron anestesiadas
con pentobarbital sédico a la dosis de 50 mg/kg
intraperitonealmente. Se realizd laparotomia,
ligadura del piloro y del esétago y extraccion
del estdbmago. Se colecciond el jugo gastrico para
posterior determinacién de proteinas (''). Para
determinar el porcentaje de areas necro-
hemorragicas, se siguié el mérodo descrito an-
teriormente (7), modificado por la aplicacion del
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programa de cémputo Image 200. La evaluacion
microscépica también fue descrita en el mismo
reporte.

Para los estudios estadisticos de las lesiones,
as{ como la liberacién de proteinas, se usé la
prueba t de Student, aceptandose significacién
estadistica para un valor de P <0,05, mediante
el paquete estadistico SPSS versién 9,0.

Para la toxicidad subcrénica, se utilizé 64 ra-
tas de la cepa Balck, de ambos sexos (32/32).
Las hembras nuliparas y no prefiadas, de peso
inicial entre 190 y 240 g, recibieron dieta balan-
ceada para roedores y agua a disposicién. Los
grupos fueron de 16 ratas que recibieron diaria-
mente, por via orogdstrica con cdnula metélica,
solucién salina 1 mL/I00 g de peso, latex C.
palanostigma 0,12 mL/kg, latex C. palanostigma
0,40 mL/kg, latex C. palanostigma 1,20 mL/
kg, por el periodo de 30 dias, menos los dias
domingos. A todos los animales se les controld
el peso dos veces por semana, observandose si
habia cambios externos en el pelaje, piel y
mucosas, asi como en la actividad sicomotora.
Al final del experimento, se tomd sangre por
puncién cardiaca, para determinacién de hemo-
globina, tiempo de trombina, transaminasa
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glutdamico pirtvica (ALT) y transaminasa
glutdmico oxalacética (AST), fosfatasa alcalina
(Merck), urea, por el método colorimétrico a
punto final (Sigma). Inmediatamente fueron sa-
crificados y necropsiados; se extrajo higado,
ridones, bazo, corazén y pulmones, que fueron
fijados en formo! neutro al 10%. Se tomd los
pesos de los dérganos, se procedié al examen
macroscdpico y toma de muestras representati-
vas de cada érgano, inclusién en parafina, colo-
racién con hematoxilina-eosina y preparacion de
ldminas para evaluacién histopatolégica de cada
uno de los érganos.

RESULTADOS

En la evaluacién macroscépica, el porcentaje
de drea necrohemorragica del grupo control al-
canzd un promedio de 18,71%, siendo el obtenido
para latex desecado de 0,61%, notando una re-
duccién altamente significativa. El efecto de la
fraccidn alcaloidea de 20 mg/kg alcanzé una re-
duccidn significativa, y a las dosis de 35 y 50 mg/
kg, la reduccién del area necrohemorragica fue
altamente significativa y de igual manera fue el
efecto del sucralfato (Figuras 1y 2).

Figura ].- Izquierda: Aspecto macroscépico de Ja mucosa gastrica en la rata control. Centro: Estémago de
la rata que recibid pretratamiento de latex desecado de C. Palanostigma. Derecha: Estomago de la rata que
recibid pretratamiento con fraccién alcaloidea 50 mg/kg. Nétese las lesiones necrohemorragicas francas
en las ratas pretratadas con solucién salina y la relativa ausencia de tales lesiones en los otros dos casos.
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Figura 2.- Porcentaje de areas necrohemorragicas
de la mucosa gastrica.

La evaluacién microscépica mostré que la
menor profundidad de las lesiones necréticas se
presenta en los grupos tratados con latex dese-
cado, fraccién alcaloidea de 35 y SO mg/kg y
sucralfato, que son altamente significativos (p
< 0,0005) (Figura 3).

Los volimenes de jugo gastrico encontrados
también mostraron una reduccién notoria en to-
dos los estémagos tratados, en comparacién con
el control. La liberacién de proteinas en el jugo
gastrico disminuye en forma altamente signifi-
cativa con el latex desecado y de igual manera
con las tres dosis de las fracciones alcaloideas y
con el sucralfato (p <0,0005) (Figura 4).

Con respecto a la toxicidad subcrénica, todos
tos animales de los grupos control y tratamiento
subieron de peso en forma no significativa. No
se registré muertes en el grupo control. En el
grupo de dosis menor murié un animal a los 8
dias. A la dosis intermedia, murieron 3, los dias
4, 8 y 16, respectivamente. A la dosis mayor,
una muerte y uno permanecié en mal estado des-
de el dia 24 hasta el dia del sacrificio (dia 30).
No se notd cambios en los otros animales.

La hemoglobina promedio del grupo control
fue 15,5 g% =+ 0,16 habiendo una disminucién
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*** P <0,0005 comparado con ¢l control.
Cada grupo tienc 10 ratas.

Figura 3.- Profundidad de las lesiones
necrohemorragicas de la mucosa gastrica,
inducidas por etanol.

ald,5e% +1,26,13,262% + 0,98y 12,28 ¢
+ 2,34 con las dosis de 0,12, 0,40y 1,20 mL/
kg, respectivamente. El tiempo de trombina del
grupo control fue 15,19 segundos + 0,98 y de
los grupos pretratados, 14,98 + 0,54, 13,16 +
1,08 y 16,32 + 0,45, cambios estadisticamente
no significativos.

Las transaminasas glutdmico pirdvicas no
presentaron cambios significativos. A la dosis
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Figura 4.- Contenido de proteinas del jugo
gastrico, cuatro horas después de
la administracion de eranol.
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Tabla 1.- Cambios bioquimicos en suero de ratas tratadas con latex de C. palanostigma durante 30 dias.

Grupos Transaminasa GP U/L  Transaminasa GO U/L  Fosfatasa alcalina U/L Urea mg%
(Promedio = DE) (Promedio + DE) (Promedio = DE) (Promedio = DE)
Solucion salhina 90,22 8,22 122,94 £ 9,33 72,25+ 6,95 36,25+3,24
C. palanostigma 95,32 £ 6,98 131,68 +4,58 80,00+ 16,32 34,49 + 4 36
0.12 mL/kg
C. palanostigma 101,63 £6,48 136,49+ 10,45 103,41 =2 98* 35,89 £5,68
0,40 mL/kg
C palanostigma 100,25 = 4,59 154,43 = 6,98* 98,62 = 3,25%* 35,89+ 10,49
1,22 mL/kg

* {de Student p < 0,05

mayor, las transaminasas glutamico oxalacéticas
se elevaron 0,3 veces. En cuanto a la fosfatasa
alcalina, en las dosis intermedia y mayor, pre-
sentd un aumento de 0,5 veces. La urea no pre-
sentd alteraciones (Tabla 1).

Luego de la necropsia, los pesos de los higa-
dos no variaron significativamente (Tabla 2). En
dos higados del grupo tratado con la mayor do-
sis se observd macroscédpicamente un drea ama-
rillenta de aproximadamente 8 x 3 mm, de as-
pecto esteatdsico. Los rifnones, bazo, corazdény
pulmones no variaron macroscOpicamente, con
respecto a los animales no tratados.

Figura 5.- Microfotografia de tejido hepatico, re-

En cuanto al aspecto histoldgico, cabe resal- gién pericentrolobulillar, tincidn 11-E, 400X.
tar la presencia de esteatosis hepatica a gotas Esteatosis hepética microvesicular:
pequeiias en 2 ratas (13,3%) del grupo tratado Notese las microvesiculas grasa a mivel
con la dosis mayor (Figura 5 y Tabla 3). del citoplasma de los hepatocitos.

Tabla 2.- Peso de higados de ratas tratadas con latex de C. palanostigma durante 30 dias.

Pretratamiento N¢ de animales Promedio = DE Valor de
(g) p*
Solucion salina 6 7,36 £ 1,15
C. palanostigma 0./2 mL/kg 15 7,71 £1,53 r=>0,l
C. palanostigma 0.40 mL/kg 13 7310 +1,24 P=>0,1
C. palanostigma /.22 mL/kg 15 7,18 £ 1,55 P>0.

* Comparacion con el grupo de soluciéon salina, usando 7 de Student.
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Tabla 3.- Lesiones histopatolégicas de los 6rganos en ratas tratadas durante 30 dias.

Higado Rifion Pulmién
Grupo n Esteatosis  Esteatosis Micro- Edema Micro- Hemorragia
focal difusa hemorragia  focal hemorragia
Solucion salina L6 3 0 10 1 11 3
C. palanostigma 15 0 0 15 2 10 1
0.12 mL/kg
C. palanostigma 13 1 0 7 1 2 1
0,40 mL/kg
C. palanostigma 15 0 2 14 3 8 1
1.22 mL/kg

Esteatosis focal se present6 en 3 ratas del grupo
control, en una rata de la dosis intermedia y en
ninguna de la dosis mayor. La congestién
vascular se presenté en 80 a 90 por ciento de
los higados, rifiones y pulmones estudiados. En
corazén y bazo, todos presentaron congestion
vascular. Se noté presencia de lesiones
hemorrédgicas pulmonares en el grupo control.
Hubo un caso de neumonitis aguda en el mismo
grupo.

DISCUSION

En estudios experimentales anteriores se ha
demostrado el significativo efecto protector de
la mucosa gastrica de la resina de C.
palanostigma en dosis de 0,4 y 0,8 mL/kg (*7)
y se ha determinado que la dosis minima pro-
tectora es de 0,4 mL/kg, frente a la injuria por
etanol absoluto en ratas (*). En el presente tra-
bajo se demuestra que, tanto sobre el area de
lesiones necrohemorragicas como en el grado
de profundidad de las lesiones, el latex deseca-
do, a la dosis de 120 mg/kg, conserva su pro-
piedad protectora de manera estadisticamente
significativa. En el comercio farmacéutico exis-
116 una forma desecada en tabletas, pero no tuvo
acogida por la poblacién y posiblemente el mo-
tivo sea que, en la medicina tradicional, siem-
pre se ha usado la resina en su estado liquido
natural, en forma altamente diluida.
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Luego del proceso de extraccién de la frac-
cion alcaloidea, taspina, se demuestra el efecto
protector altamente significativo de las dosis de
35 y 50 mg/kg, tanto considerando las &reas
necrohemorrigicas como microscépicamente
sobre la profundidad de las lesiones, compara-
das con el control. Se colige que esta fraccién
es, en todo caso, un responsable del efecto pro-
tector, aunque no necesariamente el Unico, ya
que pueden intervenir los otros componentes,
que habria que estudiarlos, ya que esta demos-
trado que la resina total mantiene el efecto pro-
tector. Milaga, en 1991, observé que la taspina
a la dosis de 37,5 mg/kg redujo al 50% los indi-
ces de ulceracion de las ratas que recibieron
indometacina (%). Estos efectos de la sangre de
grado se corroboran en un estudio reciente de
dlceras experimentales provocadas por acido
acético, en que se demuestra que favorecen su
cicatrizacién (®), como en ¢l caso del sucralfato,
en que se observa una disminucién en la libera-
cién de proteinas, como expresiéon de menor dafo
inflamatorio (°>!%). En esta investigacion se ob-
tiene una reduccidén significativa, tanto con el
latex desecado como con las tres dosis del ex-
tracto alcaloideo. El etanol, como agente
gastrolesivo, produce dafio independientemente
de la acidez géastrica ('%'*13), de tal manera que
las sustancias que protegen frente a esta injuria
pueden ser denominadas citoprotectoras ('?).
Esto ha sido demostrado con las prostaglandinas
('21+1%y y con algunos farmacos, como el
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sucralfato, considerando que sus mecanismos
pueden incluir la formacién de una “barrera pro-
tectora”™ de la mucosa lesionada, desactivacién
y unidén con pepsina, ligazén con acidos biliares
y liberacion de prostaglandinas (>'%'¢). Otros
experimentos han demostrado que la cicatriza-
cién de las ulceras se favorecen por acciones
antimicrobianas y antiinflamatorias ('’). En el
presente estudio no se ha observado la fuerte
adherencia de la sangre de grado a las lesiones
necrohemorragicas, como fue descrito anterior-
mente. En este caso, se ha usado ]a resina seca
y diluida y la fraccién alcaloidea que, macros-
cdpicamente, no presentan esta propiedad, pero
que mantienen las propiedades protectoras de la
mucosa gastrica.

Pocos estudios de toxicidad subcrdnica se ha
realizado sobre sangre de grado. Se ha encon-
trado citotoxicidad con taspina, con IC50 de 0,39
ug/mL, contra células KB y 0,17 ug/mL contra
célutas V-79 (’%), mientras que hay ausencia de
citotoxicidad con resina con IC50 mayor de 500
ug/ml y con otras fracciones ('?). La toxicidad
aguda de la resina es baja, siendo la DL50 en
ratones 24 mL/kg, lo cual es 60 veces mayor
que la dosis de 0,4 mL/kg, eficaz en la protec-
cion de la mucosa gastrica (7). En el presente
estudio se demostrd esteatosis hepatica a gota
fina en dos ratas (13,3 %) que recibieron la do-
sis de 1,20 mL/kg por un periodo de 30 dias.
La esteatosis microvesicular ha sido descrita en
animales de experimentacién con acido
valproico, tetraciclina, AINES (**?') y puede
producirse en roedores por deficiencia de
lipotropos, como colina y metionina (?*2%). Se
considera que estas etiologias de higado graso,
bisicamente, causan dafio mitocondrial, como
consecuencia de la deficiente oxidacién de aci-
dos grasos, con depositos de lipidos asociados a
la inhibicién de CYP (*3%%).

No hemos encontrado reportes en la clinica
de esteatosis hepatica producida por plantas
medicinales, presentandose esta toxicidad como
hepatitis aguda, con o sin colestasis, hepatitis
crénica activa, enfermedad venooclusiva, fibrosis
y cirrosis (*%), aunque la esteatosis a gota fina
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ha sido encontrada con relacién a la adminis-
tracién de varios farmacos, entre ellos,
valproato de sodio, tetraciclina en embaraza-
das, alcoholismo, obesidad (*%). La elevacién
de transa-minasas y fosfatasa alcalina es mini-
ma en el grupo experimental de mayor dosis,
lo que se relaciona con esteatosis hepatica ais-
lada, sin compromiso hepatocelular.

La esteatosis focal, mayormente observada
en el grupo control, puede ser de etiologia
multifactorial (*). Los casos de congestidon, he-
morragia pulmonar y neumonitis aguda, proba-
blemente han sido producidos durante la admi-
nistracién orogastrica con canula metédlica y
puede ser la causa de las muertes en este expe-
rimento.

Se requiere estudios dirigidos para determi-
nar la potencial hepatoxicidad experimental.

Como conclusién, en nuestras condiciones
experimentales, Croton palanostigma desecado
y taspina presentaron un importante efecto pro-
tector de la mucosa gastrica y potencial eficacia
terapéutica. En toxicidad subcrénica, mostré
potencialidad de producir esteatosis hepatica.

Trabajo realizado con el apoyo del Concejo
Superior de Investigacién, UNMSM.
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