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RESUMEN

Introduccion: las gastritis y/o ulcera en los ultimos afos
se ha vuelto muy comun en nuestro medio, esto se relaciona
a desordenes en la alimentacion y a la infeccion de Helico-
bacter pylori. En los Ultimos afos se esta evaluacién las pro-
piedades cicatrizantes de varios alimentos los cuales estan re-
lacionado a los fitonutrientes que contienen.

Objetivos: Evaluar el efecto del zumo de hojas de Spinacia
oleracea “espinaca” frente a la induccién de hipersecrecion
gastrica en ratas.

Materiales y métodos: Estudio de tipo experimental. El
zumo de hojas de espinaca se obtuvo mediante un extractor
casero. Se emplearon 42 ratas (n=7) distribuidas de forma
aleatoria en seis grupos, cada grupo recibid los siguientes
tratamientos via peroral: grupos I y II suero fisioldgico
10 mL/kg, grupo III ranitidina 50 mg/kg, grupos IV-V-VI
zumo de hojas de espinaca de 2; 5y 10 mL/kg de peso,
respectivamente. Transcurrida una hora fueron anestesia-
dos y se ligd piloro; una hora después se administré via
subcutanea histamina (50 mg/kg) a los grupos II-VI. Pa-
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sado tres horas, se les anestesid, para extraer el estdbmago
y su contenido.

Resultados: El tratamiento con zumo de espinaca, a do-
sis de 5 mL/kg (grupo V), evidencié un menor volumen de
la secrecidn gastrica (38,1 %), menor acidez total (38,1 %),
menor actividad péptica (30,9 %) y un incremento de pH
(29,7 %), mostrando diferencia significativa (p<0,05) con el
grupo II. A nivel de la mucosa gastrica en el grupo V, se ob-
servo un incremento significativo del moco gastrico (81,1 %),
la lipoperoxidacion disminuyé de manera significativa en
los grupos V (39,5 %) y VI (36,9 %). Adicionalmente, el
analisis histologico reveld una preservacion de la mucosa,
sin dafio mucinoso, en los grupos que recibieron en los
grupos IV y V.

Conclusion: El zumo de hojas de Spinacia oleracea “espi-
naca” ejercié un efecto protector frente a la secrecion gastrica
inducido por histamina, en ratas.

PALABRAS CLAVES
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ABSTRACT

Introduction: Gastritis and/or ulcers gastricts have be-
come very common in our environment in recent years, which
is related to eating disorders and Helicobacter pylori infection.
In recent years, the healing properties of various foods have
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been evaluated, which are related to the phytonutrients they
contain.

Objectives: To evaluate the effect of the juice of Spinacia
oleracea “spinach” leaves against the induction of gastric hy-
persecretion in rats.

Materials and methods: This was an experimental
study. The spinach leaf juice was obtained using a household
extractor. Forty-two rats (n=7) were randomly distributed
into six groups, and each group received the following treat-
ments perorally: groups I and II, physiological saline solution
10 mL/kg; group III, ranitidine 50 mg/kg; groups IV-V-VI,
spinach leaf juice at 2, 5, and 10 mL/kg of weight, respec-
tively. After one hour, they were anesthetized, and the py-
lorus was ligated; one hour later, histamine (50 mg/kg) was
administered subcutaneously to groups II-VI. After three
hours, they were anesthetized to extract the stomach and its
contents.

Results: Treatment with spinach juice at a dose of 5 mL/kg
(group V) showed a lower volume of gastric secretion
(38.1%), lower total acidity (38.1%), lower peptic activity
(30.9%) and an increase in pH (29.7%), showing a signif-
icant difference (p<0.05) with group II. At the level of the
gastric mucosa in group V, a significant increase in gastric
mucus was observed (81.1%), lipid peroxidation decreased
significantly in groups V (39.5%) and VI (36.9%). Addition-
ally, histological analysis revealed a preservation of the
mucosa, without mucinous damage, in the groups that
received groups IV and V.

Conclusion: The juice of Spinacia oleracea “spinach”
leaves exerted a protective effect against histamine-induced
gastric secretion in rats.
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ABREVIATURAS

AINE: Antiinflamatorio no esteroideo.

IBP: Inhibidores de la bomba de protones.
GSH: Glutation reducido.

MDA: Malonaldehido.

NF-kB: factor nuclear kappa B.

MAPK: proteina kinasa activada por mitégenos.

INTRODUCCION

Las enfermedades gastricas, como la gastritis y Ulceras
pépticas, representan un problema significativo de salud pu-
blica a nivel mundial. Estas afecciones surgen debido a un de-

sequilibrio entre los factores protectores y agresores de la
mucosa gastrica, lo que provoca dafos que, en casos seve-
ros, pueden tener repercusiones nutricionales y sistémicas!2.
Factores como la infeccion por Helicobacter pylori, el con-
sumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), el estrés y
el estilo de vida contemporaneo aumentan el riesgo de estas
patologias®4.

En el tratamiento clinico de las Ulceras gastricas, la inhibi-
cion sostenida de la secrecién acida mediante farmacos como
los inhibidores de la bomba de protones (IBP) y los bloguea-
dores acidos competitivos de potasio como el vonoprazan, ha
demostrado ser eficaz para reducir la sintomatologia y pro-
mover la cicatrizacién. Sin embargo, el uso prolongado de es-
tos farmacos se asocia a efectos adversos y costos elevados,
lo que ha incentivado la investigacion en alternativas natura-
les con mecanismos de accion similares*>.

Aunque los tratamientos farmacoldgicos, como los inhibido-
res de la bomba de protones y los antagonistas de receptores
H, son efectivos, sin embargo, presentan limitaciones relacio-
nadas con efectos secundarios y altos costos. En este con-
texto, la busqueda de alternativas naturales, como alimentos
funcionales con propiedades terapéuticas, ha ganado aten-
cion debido a su potencial para prevenir y tratar enfermeda-
des gastricas de manera econdmica y segura*>.

La Spinacia oleracea, cominmente conocida como espinaca,
es un vegetal rico en compuestos bioactivos como flavonoides,
carotenoides, vitaminas y minerales®. Estudios previos han de-
mostrado que la espinaca posee propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y cicatrizantes”8, lo que la posiciona como un
candidato prometedor para proteger la mucosa gastrica frente
a agentes daninos como el acido gastrico y los radicales libres,
debido al contenido de polifenoles que modulan NF-kB y re-
ducen especies reactivas de oxigeno'°.

A nivel experimental se ha evaluado la gastroproteccion
empleando diversas técnicas, entre ellas la hipersecrecion
gastrica inducida por histamina y la técnica de ligadura pilo-
rica, estos modelos ampliamente utilizados para estudiar la
efectividad de agentes gastroprotectores permiten evaluar
marcadores bioquimicos, como el glutation reducido y la lipo-
peroxidacion, junto con indicadores fisioldgicos y cambios his-
topatoldgicos, proporcionando una vision integral de los efec-
tos protectores de un tratamientol®,

OBJETIVO

Evaluar el efecto gastroprotector del zumo de hojas de
Spinacia oleracea frente a la hipersecrecion inducida por his-
tamina en ratas. Para ello, se analizaron marcadores bioqui-
micos Y fisioldgicos, como la produccion de moco gastrico, la
actividad péptica y el nivel de pH, asi como cambios histold-
gicos en la mucosa gastrica.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio experimental, prospectivo y analitico
en un modelo animal.

Se utilizd 42 ratas albinas Holtzman machos adultas, de
dos meses de edad, cuyos pesos estaban comprendidos en-
tre 220 £ 10 g, los animales fueron distribuidos de forma
aleatoria en 6 (n=7). El tamafio muestral se determind ba-
sandose en estudios previos con modelos similares de in-
duccién de dafio gastrico, para garantizar un poder esta-
distico suficiente para detectar diferencias significativas!?.

Las hojas de espinaca fueron recolectadas en el “Mercado
de Productores” del distrito de Santa Anita (ciudad de Lima),
procedente de provincia de Tarma, Junin-Perl. Las hojas de
color verdes oscuro, sin pardeamiento fueron seleccionadas,
luego lavadas y desinfectadas. El zumo de hojas Spinacia ole-
racea “espinaca” se obtuvo cada dia que dur6 el tratamiento,
mediante un extractor casero.

Para la evaluacion del efecto antisecretor las ratas tu-
vieron un periodo de adaptacién de tres dias, recibieron ali-
mentacién equilibrada; que fue adquirida en el Centro de
Produccion de la Universidad Nacional Agraria La Molina, y
agua ad libitum; y una temperatura ambiental entre 20 a
21°C, con 12 horas de luz y oscuridad.

Los animales mantuvieron en ayuno de 18 horas y luego se
les administrd, via orogastrica, los siguientes tratamientos:

Grupo I: suero fisiolégico de 10 mL/kg,
Grupo II: suero fisioldgico de 10 mL/kg,
Grupo III: ranitidina de 50 mg/kg,

”

Grupo IV: zumo de hojas de Spinacia oleracea “espinaca
de 2 mL/kg,

”

Grupo V: zumo de hojas de Spinacia oleracea “espinaca
de 5 mL/kg,

”

Grupo VI: zumo de hojas de Spinacia oleracea “espinaca
de 10 mL/kg.

Una hora después de la administracién de los tratamien-
tos, los animales fueron anestesiados para realizar la liga-
dura del piloro. Una hora después de la cirugia, se adminis-
tré histamina (50 mg/kg, via subcutanea) a los grupos II al
VI para inducir la hipersecrecion gastrica. Cuatro horas des-
pués de la intervencion quirdrgica, los animales fueron anes-
tesiados nuevamente para la extraccion del estémago.
Durante el ensayo experimental, no se presentaron mortali-
dad imprevista.

El contenido gastrico fue recolectado en frascos tapa-
rrosca y mantenido a una temperatura de 4°C hasta el ana-
lisis respectivo.

El interior del estomago fue expuesto, cortando la curva-
tura mayor y lavado en suero fisioldgico; para después, aislar
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una parte glandular del estdbmago, del cual se tomé la mitad
cercana al piloro para los analisis bioquimicos, mientras que
la otra parte homdloga fue destinada para el andlisis histopa-
toldgico. El procedimiento y la manipulacion del tejido se re-
alizd a una temperatura de 4°C con la finalidad de conservar
el tejido.

Para la determinacion de moco gastrico se empleo el
método modificado por Corner, 197412, basado en la tincion
con Alcian Blue y posterior cuantificacion espectrofotométrica
a 598 nm.

Se prepard el homogenizado del tejido glandular gas-
trico, para ellos se utilizd 200 mg de tejido glandular y se ho-
mogenizo6 con 2,5 mL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
0,02 mol/L) helado (4°C).

El jugo gastrico fue recolectado y conservado en un am-
biente a 4°C, luego fue centrifugado a 3000 rpm; el sobrena-
dante del jugo gastrico fue conservado a 4°C.

La determinacion de GSH y GSH total, evalué la técnica
de Sedlak y lindsay, 196812, Basado en la reaccion del GSH,
presente en el homogenizado, con el 5,5-dithio-bis (2-nitro-
benzoico acido)3-carboxyl-4-nitrophenil disulfide (DTNB).

La determinacion de la lipoperoxidaciéon se evalud
segun el método de Buege y Aust (1978)!3, basado en la
reaccion del malondialdehido (MDA) con acido 2-tiobarbitd-
rico (TBA). Los resultados se expresaron como nmol de
MDA por gramo de tejido. Para el analisis de utilizo el ho-
mogenizado.

Para la determinacion de la actividad péptica se utilizd
el método modificado de Anson, 193814, El cual se basa en la
capacidad de hidrolisis de la pepsina presente en el jugo gas-
trico sobre un sustrato proteico (albimina) y su posterior re-
accion con el reactivo de Folin ciocalteu.

La determinacion de la acidez total se determind en el so-
brenadante del jugo gastrico, se extrajo 0,1 mL y se mezcld por
rotacion con 5 mL de agua destilada, luego se agreg6 II gotas
de fenolftaleina y se procedid a titular con NaOH 0,01N con una
pipeta de 1 mL (£0,01mL). Estos resultados se expresaron en
mEg-H*/mL/4 horas.

La determinacion de pH del jugo gastrico se realizo
mediante un potenciémetro de la marca TKR pH METER. Se
colocd en un tubo de ensayo 0,1 mL del sobrenadante de
jugo gastrico, se agregd 9,9 mL de agua destilada, agitd vi-
gorosamente y dejé reposar por 10 min. Se midié el pH con
el potenciémetro y se restd dos unidades a la lectura del
equipo por la dilucién realizada.

Para el analisis histolégico se procesd 42 tejidos gastri-
cos mediante la técnica de tincién hematoxilina-eosina en el
Instituto de Patologia de la UNMSM. Las ldminas fueron ana-
lizadas por un médico especialista en anatomia patoldgica
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mediante un procedimiento a ciego (el patélogo desconocia a
qué grupo correspondia las muestras histoldgicas). Para la
lectura de las laminas, se escogieron aleatoriamente cuatro
muestras por grupo, considerando los siguientes aspectos in-
flamatorios: el tipo de inflamacién, células inflamatorias pre-
sentes, densidad inflamatoria, localizacion de la inflamacion y
dafio mucinoso.

El analisis de los datos se realizé6 mediante la normalidad
de los datos, se aplicd la prueba de Shapiro-Wilk. Se aplico
ANOVA para los indicadores de volumen de jugo gastrico, aci-
dez total, actividad péptica total, glutatién reducido y gluta-
tidn total, que presentaron una distribucién simétrica y luego
el estadistico de Tukey, con un p valor 0,05. Los indicadores
de niveles de pH, lipoperoxidacion, relacién de glutation re-
ducido-oxidado y produccién de moco gastrico, presentaron
una distribucién asimétrica se aplicoé la prueba de Kruskal
Wallis y luego el estadistico post hoc U de Mann Whitney, con
un p valor de 0,05. El procesamiento de los datos se realizd
en el paquete estadistico SPSS 25.

El presente estudio cumplié el aspecto ético para las inves-
tigaciones en animales de experimentacion, segun la norma
de ética de experimentacion animal de la Ley Peruana
N°30407 “ley de Proteccidn y bienestar animal”. Asimismo, los
animales de experimentacion fueron manejados de acuerdo
con las normas éticas de experimentacion animal y respe-
tando las 3 R propuestas por Russel y Burch (Reducir, Refinar
y Reemplazar).

RESULTADOS

El estudio evalué el efecto gastroprotector del zumo de ho-
jas de Spinacia oleracea frente a la hipersecrecion inducida
por histamina en ratas.

El grupo V (5 mL/kg) mostrd un incremento significativo
(p<0,05) de los niveles de glutation reducido (GSH) en un
52,6 % (11,9 + 3,9 mg/g), asi como en la producciéon de
moco gastrico en un 81,1 % (212,2 ug/g/mL). Ademas, se
observd una reduccion significativa de la lipoperoxidacion en
los grupos V (39,5 %) y VI (36,9 %) (Tabla 1).

En los grupos que recibieron el zumo de espinaca el nivel
del volumen del jugo gastrico se presentd menores niveles
en los grupos V (p<0,05) y VI, un incremento de pH en los
tres grupos, siendo significativo solo en el grupo V. El nivel
de actividad péptica en el grupo V se redujo en una tercera
parte su actividad. Respecto a la acidez total se observo una
disminucion en los grupos V y VI, siendo significativo en el
grupo V (Tabla 2).

Analisis histoldgico: El andlisis histoldgico mostré que
en los grupos tratados con zumo de Spinacia oleracea, par-
ticularmente con dosis de 5 mL/kg y 10 mL/kg, la inflama-
cion fue cronica leve y profunda, con presencia predomi-
nante de linfocitos, presentando una preservacion notable
de la integridad de la mucosa gastrica y una menor densi-
dad inflamatoria, ademas, no se observé dafio mucinoso en
la mayoria de las muestras de estos grupos. En el grupo
tratado con 2 mL/kg de espinaca, se evidencié una infla-
macion crdnica leve superficial y en algunas muestras se
observé dafio mucinoso leve. Los andlisis histoldgicos con-
firmaron que, aunque los diferentes tratamientos con espi-
naca mostraron variaciones en la intensidad de la inflama-
cion, todos presentaron una mejora en comparacion con el
grupo II que recibidé Unicamente histamina, donde la infla-
macién fue mas marcada y acompafada de dafio mucinoso
evidente (Figura 1).

Tabla 1. Indicadores bioquimicos en el tejido gastrico de ratas tratadas con zumo de Spinacia oleracea

GSH reducido* GSH total* Lipoperoxidacion** | Moco gastrico**
Grupos: tratamiento mg/g (% de mg/g (% de GSH/GSSG** uM/g pg/g/mL (% de
incremento) incremento) (% de inhibicion) incremento)
Grupo I: suero fisioldgico 14,7 £ 3,9@ 19,0 £ 5,1 3,8 ® 19,20 253,10
Grupo II: suero fisioldgico 7,8 3,2 14,8 £ 3,2 0,8 26,0 117,2
Grupo III: ranitidina 14,7 £ 2,9 (89) | 23,6 + 3,9 (61) 1,9 10,5 (60) 299,5 (156)
Grupo IV: ZE 2 mL/kg 8,9 £ 1,9 (14) 15,3 £ 3,2 (3) 1,3 17,8 (32) 166,9 (42)
Grupo V: ZE 5 mL/kg 11,9 + 3,9@(53) | 19,3 + 6,7 (30) 1,5 15,80 (40) 212,2()(81)
Grupo VI: ZE 10 mL/kg 11,5+ 2 (47) | 19,9 + 3,9 (34) 1,45 16,4®) (37) 173,4 (48)

ZE: Zumo de espinaca. * Shapiro Will p>0,05 MEDIA + DE. ANOVA — post hoc (a) p<0,05 comparado con el grupo II. ** Shapiro Will p<0,05

MEDIANA. Kruskal-Wallis (b) p< 0,05 comparado con el grupo II.
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Tabla 2. Indicadores en la secrecion gastrica de ratas tratadas con zumo de Spinacia oleracea

Volumen jugo

Actividad péptica

gastrico* PH Acidez total total
Grupos: tratamiento
mL/4h Nivel eq-g/[H*] mg/4h
(% de inhibicion) (% de incremento) (% de inhibicion) (% de inhibicion)
Grupo I: suero fisioldgico 8,1+1,7 1,36 0,84 £ 0,2 27,1 £ 10,5
Grupo II: suero fisioldgico 98+ 2,0 1,18 1,2+0,4 28,5 + 3,9
Grupo III: ranitidina 55 % 2,0 (43,5) 2,0 (69,5) 0,3+0,1(74,1) 22,1 £ 11,1 (22,6)

Grupo IV: ZE 2 mL/kg 10,1 + 2,3 (-3,1) 1,24 (5,1) 1,34 £ 0,3 (-17,3) 30,7 £ 6,6 (-7,4)
Grupo V: ZE 5 mL/kg 6,0 1,7 (38,1) 1,530 (29,1) 0,7 + 0,3® (38,1) 19,7 + 3.8 (30,9)
Grupo VI: ZE 10 mL/kg 7,6 + 1,7 (22,3) 1,31 (11) 1,0 + 0,2 (14,8) 25,8 + 4.0 (9,5)

* Shapiro Will p>0,05 MEDIA + DE. ANOVA — post hoc (a) P<0.05 comparado con el grupo II. ** Shapiro Will p<0,05 MEDIANA. Kruskal-Wallis

(b) p< 0,05 comparado con el grupo II.

DISCUSION

El presente estudio evidencié que el zumo de Spinacia ole-
racea tiene efectos significativos en la reduccién de la infla-
macidén gastrica inducida por histamina en ratas. Los hallazgos
histoldgicos demostraron que las dosis de 5 mL/kg y 10 mL/kg
preservaron la integridad de la mucosa gastrica, redujeron la
densidad inflamatoria y no mostraron dafio mucinoso, mien-
tras que la dosis de 2 mL/kg presentd efectos mas limitados,
con inflamacion leve superficial y dafo mucinoso en algunas
muestras.

Los resultados coinciden con investigaciones previas que
destacan las propiedades antioxidantes de los compuestos
bioactivos presentes en la espinaca, como flavonoides y caro-
tenoides'®, que promueven la citoproteccioni® y la regenera-
cion celular'’. Ademas, los polifenoles demostraron eficacia
en la inhibicion de radicales libres® y la modulacién de cito-
quinas inflamatorias'®, lo que contribuye a la mejora obser-
vada en los grupos tratados.

Se identificaron diferencias en la respuesta a las dosis ad-
ministradas, lo que podria estar relacionado con efectos bifa-
sicos de ciertos antioxidantes, como se ha reportado en otros
estudios2%21, Este fendmeno sugiere que concentraciones ex-
cesivas podrian alterar el equilibrio acido-base, generando un
entorno prooxidante. La dosis de 10 mL/kg podria haber al-
canzado este limite en algunos parametros.

En comparacidon con el tratamiento estandar de raniti-
dina, los efectos del zumo de espinaca mostraron ventajas
adicionales en indicadores de estrés oxidativo, como la re-
duccidn de la lipoperoxidacion y el aumento de glutation re-
ducido. Esto refuerza la hipotesis de que los tratamientos
naturales pueden ofrecer beneficios complementarios a los
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farmacoldgicos, particularmente en la modulaciéon de meca-
nismos antioxidantes®:2:22-24,

Los compuestos bioactivos de la espinaca, especialmente
los monoterpenos y polifenoles, podrian inhibir la peroxida-
cion lipidica?32> y regular la sintesis de dxido nitrico?® y pros-
taglandinas?” mecanismos clave para la proteccion gastrica.
Estudios previos han demostrado que estos compuestos pue-
den disminuir la actividad inflamatoria mediante la regulacion
de vias como factor nuclear kappa B (NF-kB) y proteina ki-
nasa activada por mitdgenos (MAPK), lo que es congruente
con los resultados obtenidos en este trabajo?*.

Aunque los hallazgos son prometedores, es importante se-
falar que este estudio se realizd en un modelo animal, lo que
limita la extrapolacidon directa a humanos. Futuros ensayos
clinicos deberan evaluar la eficacia y seguridad del zumo de
espinaca en pacientes humanos y explorar el potencial tera-
péutico de sus compuestos bioactivos en el tratamiento de
enfermedades gastricas.

CONCLUSIONES

El zumo de Spinacia oleracea mostro efectos gastroprotec-
tores significativos en este modelo experimental, destacan-
dose como una opcidn terapéutica potencial para la preven-
cion y tratamiento de la inflamacién gastrica. Sin embargo,
se requieren investigaciones adicionales para confirmar estos
efectos en contextos clinicos y avanzar hacia su aplicacion
practica.
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Microfotografia 1 (grupo I): (a) presencia de gastritis Microfotografia 2 (grupo II): (a) preséncia de gasfritis )

cronica leve inactiva profunda en la mucosa gastrica. cronica leve inactiva profunda en la mucosa gastrica.
(b) y sin dafio mucinoso.HE 40x. (b) presencia de dafio mucinoso leve. HE 40x.

Microfotografia 3 (grupo III): (a) Inflamacién crénica Microfotografia 4 (grupo 1V): (@) gastritis cronica
leve profunda en mucosa gastrica. (b) dafio mucinoso aguda leve superficial en la mucosa gastrica. (b) dafo
ausente. HE 40x. mucinoso leve. HE 40x.

Microfotografia 5 (grupo V): (a) gastritis cronica aguda Microfotografia 6 (grupo VI): (a) gastritis crénica mo-
leve profunda en la mucosa gastrica. (b) dafio muci- derada y aguda leve superficial. (b) dafio mucinoso
noso leve. HE 40x. leve. HE 40x.

Figura 1. Microfotografias de los cortes histoldgico del tejido glandular gastrico de ratas
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