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RESUMEN

Estudios previos determinaron que extractos hidroalcohoélicos
de Equisetum giganteum (EE) y Cortaderia selloana (ECo) previe-
nen el dafio gastrico inducido por estrés en ratones Mus musculus
sometidos a hipotermia e inmovilizacién. En este trabajo se emple6
Indometacina (ID), un antiinflamatorio no esteroide (AINE), para de-
terminar si el efecto protector sobre la mucosa gastrica estd mediado
por prostaglandinas. Los animales se dividieron en 6 grupos de 5 rato-
nes cada uno. El Grupo Testigo (GT) fue administrado con el vehiculo
(Ex) compuesto por Carboximetilcelulosa y Tween 80 via oral (VO),
el Grupo Control (GC) con el Ex y una dosis de ID de 5 mg/kg via sub-
cutanea (SC), el Grupo Equisetum (GE) con EE, el Grupo Equisetum
Indometacina (GEI) con EE e ID, el Grupo Cortadera (GCo) con ECo
y el Grupo Cortadera Indometacina (GCol) con ECo e ID. Las dosis de
extractos utilizadas por animal corresponden al residuo seco obtenido
a partir de 1 g de partes aéreas desecadas de las plantas por extraccion
con etanol:agua (1:1, v/v) resuspendidas con el Ex hasta un volumen
de 0,5 ml. Los Grupos GC, GEI y GCol fueron administrados con ID 1 h
antes de iniciar el ensayo. Todos los grupos recibieron los tratamien-
tos indicados y fueron inmediatamente sometidos a estrés durante 4 h
a 22°C. Para calcular el porcentaje de inhibicién de tlceras se empled
la formula [(AU -AU / AU ) x 100]

Grupo Control o Testigo Grupo Tratado Grupo Control o Testigol
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donde AU es el Area Ulcerada. El GT fue comparado respecto a los GE
y GCo y el GC con respecto a los GEI y GCol. Para evaluar el efecto de
la administracion de ID se comparé el GC con respecto al GT. Los re-
sultados mostraron que la administraciéon de ID indujo mayor dafio
gastrico en el GC respecto al GT (p<0,05). La administracion de EE pre-
vino el dafo gastrico en los ratones del GE y ECo (p<0,05). Todos los
ratones del GEI presentaron ulceras en forma similar al GE (p<0,05)
evidenciando que el EE no muestra efecto gastroprotector cuando es
administrado en forma conjunta con ID. El ECo mostré efectos gas-
troprotectores significativos cuando se administré en forma conjun-
ta con ID (p<0,05), sugiriendo que las prostaglandinas end6genas no
tendrian un papel preponderante en la protecciéon de la mucosa gas-
trica. El hallazgo de drogas vegetales con estas acciones son de interés
para el reemplazo de antagonistas H2 y de los inhibidores de la bomba
de protones, compuestos, que presentan efectos indeseables durante
usos prolongados y son empleados rutinariamente en forma conjunta
con los AINEs para evitar las lesiones que producen sobre la mucosa
gastroduodenal.

Palabras clave: Equisetum giganteum, Cortaderia selloana, gastro-
protector, indometacina

Gastroprotective effect of Equisetum giganteum L.
n.v. cola de caballo and Cortaderia selloana (Schult &
Schultz. f.) n.v. cortadera in mice submitted to stress
and indomethacin

ABSTRACT

Previous studies have determined that hydro-alcoholic extracts
of Equisetum giganteum (EE) and Cortaderia selloana (ECo) prevent
gastric harm induced by stress in Mus musculus mice expose to hypo-
thermia and immobilization. The aim of this study was to determine if
the protective effect of indomethacin (ID), a non-steroid anti-inflam-
matory drug, on the gastric mucosa, is mediated by prostaglandin.
The animals were assigned into one of the six groups of five animals
each. The Blank Group (BG) received an oral dose (OD) of an excip-
ient (Ex) composed of hydroxyl methyl cellulose and tweed 80; the
Control Group (CG) received excipient plus 5 mg/kg subcutaneously of
ID; the Equisetum Group (EG) with EE; the Equisetum Indomethacin
Group (EIG) with EE and ID; the Cortaderia Group (CoG) with Eco and
the Cortaderia Indomethacin Group (ColG) with Co and ID. The doses
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utilized in the animals were obtained from 1 gram of dried aerial plant
parts extracted with ethanol-water (1:1; v/v) and re-suspended with
Ex until 0.5 ml. The ID groups (CG, EIG, ColG) received the doses 1
hour before the beginning of the trial, and thereafter all the groups
were subjected to stress during 4 hours at 22 °C. In order to assess
the gastric harm, the percentage of ulcer inhibition was calculated as
follow [(AUControl or Blank Groups - AUTreated Group/AUControl or
Blank Group) x 100] where AU is the Ulcerated Area . The administra-
tion of ID induced a higher degree of gastric damage in the CG than in
the BG (p<0.01). The EE administration prevented the gastric dam-
age in four mice of the EG, but the administration of ECo prevented
the damage in all the animals of the CoG (p<0.01), demonstrating no
gastroprotective effect of EE when was given concomitantly with ID.
The ECo showed significant gastroprotective effects when was admin-
istered simultaneously with ID (p<0.01) suggesting that prostaglan-
din would have no effect in the protection of the gastric mucosa. The
findings of vegetable drugs with the observed actions are of interest in
order to both replace drugs with an antagonist of H, and inhibitors of
protons pump actions, because of its side effects when are prescribed
during an extended period of time.

Key words: Equisetum giganteum, Cortaderia selloana, gastropro-
tective, indometacin
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Introduccion

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) producen lesiones
ulcerosas en la mucosa gastrica al bloquear la biosintesis de las pros-
taglandinas (PG). Estas, fisiolégicamente actian estimulando la secre-
cion de bicarbonato y glicoproteinas ademas de exhibir propiedades
troficas sobre las células de la mucosa gastrica.V

El estrés, reduce los factores citoprotectores produciendo lesiones
gastricas. Estas lesiones son encontradas con frecuencia en animales
que son sometidos a exceso de ejercicio, reciben dietas inadecuadas o
permanecen en ambientes adversos.?

Los AINEs, ademdas de producir ulceras gastricas y hemorragias
gastroduodenales producen otros efectos colaterales. Entre otros,
pueden mencionarse trastornos hemostaticos, hepaticos y renales.®
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Para reducir el dafio gastrico durante los tratamientos prolongados
con AINEs se administran bloqueadores de los receptores H2, inhibi-
dores de la bomba de protones, prostaglandinas antisecretoras acidas
y protectores de la mucosa gastrica como sucralfato y bismuto coloi-
dal.*® Los farmacos mas empleados son los inhibidores de los recep-
tores H2 y de la bomba de protones cuyos efectos colaterales se aso-
cian con un incremento de la susceptibilidad a infecciones secundarias
gastrointestinales y pulmonares, dispepsias, vomitos y mala absorcion
de nutrientes.®

Estos antecedentes determinan la importancia de hallar compues-
tos alternativos para prevenir las lesiones gastricas que provocan los
AINEs, cuya accion no esté mediada por PG y que no produzcan los
efectos colaterales de los fairmacos empleados para reducir la secre-
cion gastrica.

En este trabajo se empled el modelo de estrés para inducir ulce-
ras y se administré indometacina. La administracidn previa de este
AINE en ratones sometidos a estrés permite determinar el papel de
las prostaglandinas en la respuesta gastroprotectora de los extractos
a ensayar.

En estudios anteriores realizados en ratones, utilizando un modelo
de estrés por hipotermia e inmovilizacion.® se determiné que los ex-
tractos hidroalcohoélicos de Equisetum giganteum y Cortaderia selloa-
na, previenen el dafio gastrico.®”)

Materiales y métodos

Animales de experimentacion: se utilizaron ratones Mus muscu-
lus de 28 - 30 g de peso provistos por el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa (FCV,
UNLPam). Los animales fueron trasladados al Laboratorio del Centro
de Investigacion y Desarrollo de Farmacos de la FCV, UNLPam don-
de tuvieron un periodo de adaptacién de 7 dias a una temperatura de
20 a 22°C, con periodo de luz/oscuridad de 12 h, dieta balanceada y
agua ad libitum. Para los ensayos se formaron grupos al azar de cinco
animales cada uno y fueron colocados en cajas de plastico para crian-
za con fondo de malla galvanizada para evitar la coprofagia. Fueron
privados de alimentos 12 h antes del ensayo con acceso ad libutum al
agua. El protocolo del ensayo fue aprobado por el Comité de Etica para
Investigacidn en Ciencias Bioldgicas, Dependencia de la Secretaria de
Ciencia, Técnica y Posgrado de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNLPam.
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Material vegetal: los extractos hidroalcohélicos de Equisetum gi-
ganteum (E) y Cortaderia selloana (Co) fueron provistos por el Banco
de Extractos de Plantas Nativas y Naturalizadas de la Provincia de La
Pampa (BEV) del Centro de Investigaciones y Desarrollo de FArmacos
(CIDEF) - FCV - UNLPam.

Preparacion de Drogas y Dosis: para la administracion, los extrac-
tos vegetales de E provenientes de 10 g de material vegetal desecado
de partes aéreas de las plantas, fueron resuspendidos con el vehiculo
(Ex), compuesto por Carboximetilcelulosa al 0,5% y Tween 80 0,05%
(1:1, v/v) hasta un volumen de 5 ml para (EE). Se procedi6é del mismo
modo con el extracto de Co (ECo). Se administraron dosis de 0,5 ml de
los extractos via oral con ayuda de una sonda gastrica. La obtencién de
los extractos, su acondicionamiento para la administracion y las dosis,
se realiz6 segun el protocolo descripto por Toso et al., (2006)1%

Los ratones pertenecientes a los grupos que fueron administra-
dos con Indometacina (ID), recibieron una dosis de 5 mg/kg via
subcutanea.

MODELO EXPERIMENTAL

Los animales fueron divididos en 6 grupos de 5 ratones cada uno. El
Grupo Testigo (GT) fue administrado con el Ex, el Grupo Control (GC)
con el Ex y una dosis de ID, el Grupo Equisetum (GE) con EE, el Grupo
Equisetum Indometacina (GEI) con EE e ID, el Grupo Cortadera (GCo)
con ECo y el Grupo Cortadera Indometacina (GCol) con ECo e ID.

Los Grupos GC, GEl'y GCol fueron administrados con ID 1 h antes de
iniciar el ensayo. Todos los grupos recibieron los tratamientos indica-
dos y fueron inmediatamente sometidos a estrés por hipotermia e in-
movilizacion durante 4 h empleando el método descripto por Yesilada
et al,, (1993)@Y en ratas, con adaptaciones introducidas por Toso y
Skliar, (2000)@% para adecuar el ensayo a ratones.

EVALUACION DE RESULTADOS

Inmediatamente finalizado el periodo de estrés, los animales fue-
ron sacrificados con diéxido de carbono, se extrajeron los estdmagos,
se insuflaron con 1,5 ml de agua destilada y se colocaron durante 1 h
en una solucién de formol al 10 %. Los estdbmagos se abrieron por la
curvatura mayor y se fotografiaron para medir la superficie ulcerada
empleando el analizador de imagenes MOTIE Images Plus 2.0 que per-
mite mensurar las lesiones en mm?.
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El porcentaje de inhibicion de ulceras en los Grupos Tratados se
CalCUIé utilizando la férmUIa [(AUGrupo Control o Testigo B AUGrupo Tratado/ AUGru 0
Comml”emgo) x 100] donde AU es el Area Ulcerada expresada en mm?, El
GT fue comparado respecto a los GE y GCo y el GC con respecto a los
GEl'y GCol. Para evaluar el efecto de la administracion de ID se compa-
r6 el GT con respecto al GC. Para comparar las diferentes variables se
utilizo la prueba ANOVA y el Test Tukey para las comparaciones entre
grupos. Se considerd significativo un p <0,05.

Resultados

Tabla 1. Efecto gastroprotector de Equisetum giganteum y Cortaderia selloana
en ratones sometidos a estrés e indometacina.

Grupos Area u_lceradaa (%) de ,lnhibicién de
(Media £ DS) ulceras

GT 1,29 +0,8

GC 4,01*+ 1,1

GE 0,03* + 0,05 97

GEI 2,11+1,3 43

GCo 0+0 100

GCol 0,14* 0,05 97

2 Area Ulcerada de la mucosa gastrica expresada en mm?Z

- GT: Grupo Testigo, GC: Grupo Control, GE: Grupo Tratado con Equisetum gigan-
teum (E), EGI: Grupo Tratado con E + Indometacina (I), GCo; Grupo Tratado con
Cortadeira selloana (Co), GCol: Grupo Tratado con Co + L.

- E1 GT se compard respecto a los GE y GCo y el GC respecto a los GEI y GCol. El
GC se compard respecto al GT. * (p< 0,05).
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Figuras 1a 6. Fotografias de estdmagos pertenecientes a ratones de cada grupo.

Nota: las Figuras de la izquierda muestran estdbmagos sometidos a estrés, las de
la derecha a estrés e indometacina.

Los ratones sometidos a estrés y administrados con ID (GC) mos-
traron mayor dafio gastrico con respecto a los sometidos solamente a
estrés (GT) (p <0,05). (Tabla 1, Fig. 1y 2).

La administracion de EE previno el dafio gastrico significativamen-
te en los ratones del GE con respecto al GT (p< 0,05 ). Los ratones per-
tenecientes al GCo no presentaron ulceras (Tablal, Fig. 1,3y 5).

No se encontraron diferencias significativas entre los GEl y GC evi-
denciando que el EE no muestra efecto gastroprotector cuando es ad-
ministrado en forma conjunta con ID (Tabla 1; Fig. 3y 4).

El ECo mostré porcentaje de inhibicién de ulceras significativo
cuando se administré en forma conjunta con ID (p < 0,05), (Tabla 1;
Fig. 5y 6).
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Discusion

El estrés inducido por hipotermia e inmovilizaciéon produjo dafio
gastrico en los animales del GT (Tabla 1). Las lesiones ulcerosas es-
tarian relacionadas con una disminucién de la microcirculacién de la
mucosa gastrica, provocando una disminucién de la secreciéon de mu-
cus y bicarbonato debilitando la barrera mucosa gastrica. Al mismo
tiempo se produciria un aumento de la motilidad barriendo el mucus
y permitiendo que el jugo gastrico lesione la mucosa. La localizacién
de las ulceras en el estdbmago perteneciente al grupo control coincide
con los pliegues gastricos. Esto podria explicarse por el efecto meca-
nico que facilitaria el desprendimiento del mucus en la porcién mas
expuesta de los pliegues gastricos®

El aumento de las lesiones en el GC con respecto al GT, puede ex-
plicarse por la accién conjunta del dafo gastrico causado por el es-
trést*1% y la administraciéon de ID. Este antiinflamatorio produce
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas reduciendo la secreciéon
de mucus, bicarbonato y otros factores reduciendo la barrera mucosa
gastrica®),

Los extractos de Equisetum giganteum y Cortaderia selloana pre-
vinieron las lesiones ulcerosas en los grupos sometidos a estrés sola-
mente (GE y GCo). Pero en los grupos tratados con los extractos y ad-
ministrados con ID (GEI 'y GCol) s6lo se observo efecto gastroprotector
en los animales tratados con el extracto de Cortaderia selloana.

Basados en los porcentajes de inhibicion obtenidos en el modelo
de ulcera gastrica inducida por AINEs (Tabla 1), pude inferirse que el
extracto de Cortaderia selloana muestra efecto antiulcerogénico atin
cuando las PG endégenas se encuentran inhibidas®?”),

Conclusiones

Los extractos de Equisetum giganteum y Cortaderia selloana previe-
nen el dafio gastrico inducido por estrés.

La administracion previa de indometacina sugiere que la respuesta
gastroprotectora expresada por los extractos de Cortaderia selloana,
probablemente no estaria relacionada con los efectos de las prosta-
glandinas end6genas. Compuestos con estas propiedades resultan de
interés para reemplazar fArmacos antagonistas H2 e inhibidores de la
bomba de protones en tratamientos prolongados con AINEs ya que,
eventualmente, evitarian sus efectos secundarios indeseables.
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