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RESUMEN

Se estudi6 la biodistribucién y la farmacocinética de taninos condensados
purificados y marcados radioisotépicamente, extraidos a partir de la corteza de
las especies forestaleBinus caribaeaMorelet var caribaea yasuarina
equisetifoliaprevia administracién por via oral y endovenosa, con el empleo de
ratones como biomodelo. Los taninos estudiados, con una alta capacidad
antioxidante y diferenciados por la propiedad de formar complejos con proteinas,
presentaron una rapida biodistribucién hacia los diferentes 6rganos y tejidos, con
manifestaciones de un importante acimulo en el estémago e intestinos. Los
taninos de ambas especies describen una biodistribucién que se ajusta a un modelo
bicompartimental de distribucion. Se reportan los parametros farmacocinéticos
como tiempo de residencia medio, aclaramiento total, area bajo la curva,
biodisponibilidad e instante de tiempo en que ocurre la maxima incorporacion a
partir de las curvas del aclaramiento sanguineo.

DeCS: MODELOS BIOLOGICOS; RATONES; TANINOS/farmacologia;
TANINOS/farmacocinética; PLANTAS MEDICINALES.

Los taninos vegetales son metabolitos proteinas. Conocidos desde la antigiiedad
secundarios de las plantas, polifenoles de por sus aplicaciones en la curticion de
alto peso molecular que se caracterizan por pieles, esta clase de sustancias se ha
formar complejos estables con las estudiado relativamente poco debido a su
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diversidad y complejidad estructural. Es Martinez Luzardo F, Vargas LM, Garcia
en los ultimos afos, con el creciente M, Codorniu E, Estévez P. Use of nuclear
desarrollo cientifico-técnico y una reva- techniques for characterization of
lorizacion de la medicina tradicional en el vegetable tannins, extracted from waste
mundo, que se han desarrollado estudiosof forestry production in Cuba.
sistematicos sobre estas sustancias deProcceding of Second International
origen natural, a las cuales se les atribuye Symposium on Nuclear and Related
no pocas propiedades farmacoldgicas de Techniques in Agriculture, Industry,
importancia y en contraposicion Healh and Environment, NUTR 2000) y
propiedades téxicas, como antinutrientes otros biopolimeros de manera prepon-
fundamentalmente. derante a pH &cido. La composicion de

Divididos en 3 grandes grupos, los los taninos deCasuarina equisetifolia
taninos se clasifican hoy para su estudio es mas compleja; presentan una propor-
en taninos hidrolizables, taninos cion de taninos hidrolizables o complejos
condensados y taninos complejodarios mayor que la de los taninos d@inus
autores reportan el estudio de los taninos caribaea Dada la complejidad de estas
como agentes anticancesntivirales, sustancias y lo no acostumbrado del
fotoprotectore$,antioxidante$? cicatri- empleo de la corteza como fuente directa
zantes, antimicrobianos, e inhibidores de de alimentacién, pocos autores han
proteasas. Muchas plantas ricas en taninosdiscutido en la literatura cientifica la
han sido y continGlan siendo empleadas en asimilaciéon de estas en mamiferos no
la préactica farmacéutica etnoboténica por rumiantes. De manera general se
muchos pueblos para tratar los problemas consideraba que estos compuestos
de salud a los que se enfrentan. En calidadsuministrados en diversas formulaciones
de aditivos o componentes dietéticos estan no eran asimilados a través del tracto
presentes en el fenédmeno conocido como gastrointestinal.
paradoja francesa, la anomalia nutricional El objetivo del presente trabajo es
gue ha concentrado gran atencion en la estudiar la biodistribucién y algunos
dieta mediterranéa que se traduce en un elementos preliminares de la farmacociné-
bajo indice de incidencia de infartos y ticade los taninos d&@nus caribaedorelet
enfermedades cerebro-vasculares eny Casuarina equisetifoli@n ratones, como
general. polifenoles de alto peso molecular.

El exceso de consumo de estas
sustancias, sobre todo de los taninos
hidrolizables, se ha reportado como METODOS
contraproducente por sus propiedades
astringentes y téxicds. Productos en ensayo

Los taninos dBinus caribaeaorelet,
var. caribaea han sido caracterizados como Los taninos dePinus caribaea
taninos condensados, proantocianidinas de Morelet (F1) yCasuarina equisetifoligC1)
origen floroglucindlico que han demostrado fueron obtenidos a partir de extractos
poseer interesantes propiedades antioxidan-acuosos de la corteza de la especie forestal
tes, antielastasas y fotoprotectoras. Estasen cuestion como se describe por
sustancias se caracterizan por una union Hagermarg y purificados convenien-
estable a proteinas, ADN (Santana JL, temente.
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Los productos se liofilizaron y su  Administracién por via oral
proporcién en peso representd aproxima-
damente el 1 % del peso de la materia de  Cada animal recibié una dosis 1 mg/kg

partida. - de peso corporal (3Qg/kg del producto
La preparacion de los compuestos marcado), en un volumen de 10Q. La
marcados cotti-R (R = F1, C1) seeali- actividad inyectada corresponde apfL.

z6 por el método de cloramind {70 % E| producto se administré utilizando una
de rendimiento de marcaje). La sepa- aqguja de punta roma de diametro interno
racion del yoduro libre se realizé por 11, mm. Cada valor analitico reportado
cromatografia de exclusion en unamatriz ¢4rresponde al promedio de 5 determi-
de Sephadex G-25y tampon de corrida pacignes individuales en animales.
fosfato 0,25 mol/L.

_ _ B Determinacion del patron de distribucion
Animales de experimentacion en tejidos y farmacocinética de taninos

en animales sanos
Se emplearon ratones B6D2-F1,

machos, obtenidos de las cepas del Centro
Nacional de Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) con pesos
corporales en el intervalo 21,35 + 2,59 g.
Antes de comenzar los ensayos los
animales permanecieron durante 24 h sin
suministro de alimentos. El consumo de
agua fue libre.

Después de la administracion de los
productos se midi6 la actividad incorporada
en higado, bazo, rifiones, intestinos grueso
y delgado, fémur, misculo, pulmones,
estbmago, corazon, cerebro y la sangre
transcurridos 15 min, 1, 4, 6 y 24 h. Las
curvas de distribucién se construyeron a
partir de los valores obtenidos de velocidad
de conteos por unidad de peso o volumen
de la muestra (6rganos o sangre). Los
parametros de las curvas de mejor ajuste a
las mediciones experimentales se calcularon
con el empleo de un modelo abierto de 2
compartimientos. El ajuste a las curvas se
realiz6 con el Programa Amigésegun el
método no lineal de Levemberg-Marquardt.

Se calcularon los parametros farmaco-
cinéticos: tiempo de residencia medio
(MRT), aclaramiento total (G}, area bajo
la curva (AUC), segln las expresiones

Grupos experimentales

Los animales se agruparon de forma
aleatoria en 2 grupos que recibieron cada
producto correspondientemente.

Administracion por via endovenosa

Cada animal recibi6 una dosis de 1 mg/kg
de peso corporal (3fig/kg del producto
marcado radioisotépicamente) en un Propuestas:?
volumen de 100uL, a través de una

inyeccion por via endovenosa usando el AUMC

plexo ocular como via de abordaje. La MRT=—r0c — M @
actividad inyectada correspondi6 ajB0i

por animal. Cada valor analitico reportado Actividad inicial

corresponde al promedio de 5 determina- Cl= (mL/h) (2)

) o . AUC
ciones individuales en animales.
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donde: AUC__, YAUC, son las areas bajo la
curva en las curvas de aclaramiento
AUMC es el &rea bajo la curva del primer sanguineo para las administraciones por
momento del aclaramiento sanguineo o de lavias oral y endovenosa respectivamente.
curva de distribucion en tejidos, AUC es el Otras magnitudes calculadas fueron el
area bajo la curva calculada a partir de la curva valor maximo de incorporacion (C) y el
de aclaramiento sanguineo o de distribucién instante de tiempo en que ocurre la maxima
en tejidos. Las areas bajo las curvas en elincorporacion (t ) a partir de las curvas
intervalo de 15 min a 24 h. En el caso de la de aclaramiento sanguineo. Los pardmetro
sangre se calculd el AUC (0, inf); el AUCen de las curvas de mejor ajuste se
elintervalo de 24 h hasta el infinito se calcul6 determinaron considerando un modelo
segun el método descrito @Riegelmanry abierto bicompartimental y la adsorcién
Collier.®® En el resto de los érganos se como un proceso de primer orden. El ajuste
determiné solo el AUC (15 min, 24 h). Para de las curvas se realizé con el programa
establecer la posible existencia de diferencias Brasier v1.00 (CEADEN, 1991), segun el
significativas entre los valores de acimulo o método de Kwton para el calculo de los
inclusién en 6rganos y parametros derivados, parametros de las curvas ajustadas a los
se determiné la homogeneidad de variazas valores experimentales obtenidos en la
de las determinaciones por andlisis de determinacion del aclaramiento sanguineo.
varianza en sistemas no paramétricos
(Kruskall-Wallis) (Quejido JA. Expresion y
manejo de datos estadisticos. Calculo de RESULTADOS
insertidumbres. CIEMAT. Conferencias.
CEADEN. La Habana, 2000), por anova dé peterminacion del patr6n de distribucion
simple entrada (analisis paramétrico) y se en tejidos de taninos administrados por via
compararon las medias de los resultados gngovenosa
pareados mediante la prueba de Duncan.

En la tabla 1 aparecen los pardmetros
calculados para una curva biexponencial

Estudio preliminar de biodisponibilidad ajustada a las mediciones del aclaramiento
de taninos administrados por via oral sanguineo y los parametros farmacociné-
en animales sanos ticos mencionados antes para ambas
administraciones.
Se siguio un disefio similar al usado en El céalculo de la velocidad de

la administracion por via endovenosa. Se eliminacion (k) se realizé con la expresion
midio la actividad incorporada en los 6érganos propuesta poCalderén(Calderén Marin

y sangre transcurridos 5, 15 min, 1, 4y 24 h. CF. Algunas consideraciones sobre mode-
La biodisponibilidad de cada producto los multicompartimentales para el céalculo
después de la administracion por via oral, con de magnitudes farmacocinéticas. Procceding
respecto a la administracion por via offirstInternational Simposium on Nuclear
endovenosa respectiva (biodisponibilidad and Related techniques in Agriculture,

absoluta) se calculé mediante la expreion: Industry, Health and Environment. NUTR
1997). Se observan diferencias estadisti-

F =AUC__ /AUC camente significativas en los parametros y
a ORAL v
en la forma de las curvas para cada producto
donde: entre los grupos experimentales.
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TABLA 1. Parametros farmacocinéticos. Administracién por vias endovenosa y oral

Administracién Via endovenosa Viaoral

Sustancia F1 C1 F1 C1

a(h’) 0,88 + 0,09 1,002 = 0,08 0,39 + 0,04 1,09 + 0,09
B(h) 0,04 = 0,002 0,03 = 0,001 0,020 = 0,001 0,040 = 0,001
Kop () - - 10,63+ 1,5 20,4918
AUC,, (x10° cpmmL'h) - - 244,7 42,7 142,30 + 35,1
AUC,, (x10°cpm mLh) 249,8 + 35,2 5442 + 76,2 - -
MRT,, (h) 23,7934 36,4 =49 - -

F, (%) 97,92 =83 26,15 = 3,28
Cl, (mLh) 0,30 = 0,02 0,20 = 0,02 - -

e () - - 0,19 £ 0,02 0,30 +£0,02
C, . (x10° cpmmL-) - - 27,4+35 30,4 +4.2
K (h7) 0,12+ 0,06 0,08 + 0,02 0,02 + 0,002 0,07 + 0,001

e

TABLA 2. Administracion por via endovenosa. Parametros de incoporacion de taninos en tejidos en ratones B6D2-F1

AUC(15 min, 24h) MRT

(x10°cpm g h) (h)
Organo F1 C1 F1 C1
Higado 286,64 + 52,25 128,30 + 26,42 9,03 +1,53 10,37 £ 2,04
Rifiones 170,54 £ 12,17 87,74+ 7,64 7,711,228 8,40 =1,66
Bazo 340,9 + 29,4 162,08 + 26,8 10,20 + 2,57 9,76 + 2,49
Intestino delgado 105,76 17,83 689+ 11,7 7,59 + 1,36 6,92 + 1,53
Intestino grueso 111,19 £ 14,35 83,4 +10,2 8,07 1,28 8,12+ 1,20
Estémago 585,67 + 67,23 541,0+72,6 6,19+ 1,92 593+ 1,03
Corazén 131,56 = 8,15 93,3+ 11,4 8,51+ 1,24 8,63 + 1,63
Cerebro 24,55 + 5,28 29,60 + 6,53 10,95 + 1,74 11,42 £ 2,23
Pulmones 208,13 = 32,12 146,70 + 24,32 7,86 1,32 9,27 +1,84
Fémur 87,29 + 13,47 57,06 = 8,27 9,05 1,29 8,45+ 1,58
Musculos 104,17 £ 27,84 56,66 + 11,12 11,25+2,18 11,64 £2,79

En la tabla 2 se presentan los para- tratados con C1, pero transcurridas 4 h
metros de incorporacion para cada 6rgano después de la administracion.
(MRT y AUC [15 min, 24 h]) en la
administracion por via endovenosa.
Los 6rganos en los que se registraron Estudio de biodisponibilidad de taninos
los mayores valores de actividad incorpo- condensados administrados por via oral
rada por unidad de peso fueron: estbmago, en animales
intestinos delgado y grueso, higado, bazo
corazon y pulmones para los taninos de Dada la importante incorporacion
ambas especies forestales estudiadas.  registrada en el estbmago y el conocimiento
En los grupos experimentales se aprecia previo acerca de propiedades antioxidantes
un alto valor en la actividad incorporada en encontradas en estos compuestos
el estbmago. (Hernandez I. Caracterizacion quimica, fisica
Es interesante sefialar la ocurrencia de y biolégica de los taninos vegetales de
un aparente segundo paso de distribucion queespecies forestales que crecen en Cuba.
se registra hacia las 6 h después de lainyecciériTesis en opcién al grado de Doctor en
en los grupos experimentales estudiados. EsteCiencias Radioquimicas. ISCTN. 1989), se
efecto se observa también en los gruposrealizé un estudio preliminar de la
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TABLA 3. Administracion por via oral. Parémetros de incorporacion de taninos en tejidos en ratones B6D2-F1

AUC (15 min, 24 h) MRT

. (x10°cpm g™ h) (h)

Organo F1 C1 F1 C1
Higado 46,38 + 5,26 48,53 +5,73 6,50 + 1,32 6,92 + 1,84
Rifones 90,61 = 10,12 107,75 = 12,56 6,22 + 1,74 6,11 +1,43
Bazo 155,60 + 17,28 149,28 + 19,85 8,34 £2.23 932274
Intestino delgado 148,18 + 14,35 108,02 + 13,42 4,13 +1,26 5,48 + 1,32
Intestino grueso 93,59 + 12,37 122,44 + 15,18 6,87 +1,03 6,29 = 1,35
Estéomago 274,64 = 35,84 1011,77 = 97,21 5,10 £ 0,91 4,50 = 0,82
Corazdn 90,38 + 12,30 103,01 = 16,52 6,49 + 0,97 7,14 +0,95
Cerebro 22,32 +5,72 26,14 + 5,36 10,60 + 2,30 11,56 + 3,23
Pulmones 139,61 + 16,7 122,78 + 14,40 5,28 + 0,86 6,69 + 0,73
Fémur 53,52 + 7,84 64,16 + 8,32 6,74 +1,17 7,59 + 2,09
Musculos 68,63 + 7,06 70,84 +7,2 11,02 = 3,78 10,89 + 3,07

biodisponibilidad de estos después de fueron 0,69 + 0,05 h (41 min). Estos
efectuar la administracion por via oral; lo que resultados indican la ocurrencia mas rapida
constituiria una via alternativa y menos de la distribucion del tanino C1. El tiempo
traumatica para el suministro de taninos, tal y de la fase de eliminacion (T'el tanino F1
como se ingieren de forma natural. La tabla 1 result6 de 18,24 + 0,35 h. I%I valor de (‘gl/z
muestra los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para C1 fue de 26,66 + 0,58 h,
calculados a partir de los resultados en el por lo que su persistencia en los
ajuste de la curva para describir los procesosorganismos es mayor. Para los grupos de
de absorcion, distribucion y eliminacion de animales tratados con F1 y C1, segln
cada producto. La absorcion de los productos describe la tabla 2, se puede encontrar que
ocurre de forma muy rapida, lo que permite el MRT_, _ resulta ser el menor en cada
observar separadas las fases de distribuciéncaso con respecto al resto de los valores
y eliminacién. Los tiempos de absorcion que toma esta magnitud para las otras
resultaron T%_ =0,06 +0,01 h (3,6 min) muestras, lo que es indicativo de una corta
para el tanino F1y T, =0,03+0,01h  permanencia del producto en este 6rgano.
(1,8min) para C1. En latabla 3 se presentan Debemos notar los valores altos de
los valores de incorporacion a 6rganos y incorporacion detectados en el bazo de los
tejidos después de la administracién por via animales tratados con estos productos. Dada
oral de los productos. la funcion de este 6rgano en el recambio de

las células hematicas, el resultado obtenido

pudiera ser un indicador de incorporacion de
DISCUSION dichos productos a este tipo de células. Sin

embargo, con los datos disponibles a partir

De acuerdo con los datos presentados, € €ste trabajo no se puede hacer una

se observan diferencias significativas afirmacion categérica al respecto.

(p > 0,05) en la fase de distribucion para los De acuerdo con los resultados
productos administrados; esta ocurre de mostrados en la tabla 1, el efecto de primer

forma mas rapida en el caso del producto Paso que se manifiesta en una menor
C1. Los tiempos de la fase de distribucion cantidad disponible del producto, afecta

(T¥%, para el producto F1 resultaron igual a significativamente mas en el caso del
0,79 + 0,03 h (47 min). En el caso del Producto C1. Su gran acumulacion en la

producto C1 los valores de T¥hallados mucosa estomacal, significativamente
a
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diferente de los taninos de pino, puede ser lade distribucion para la via de administracién

causa fundamental de esta diferencia, aunquepor via oral no se observa el segundo
no se descarta el paso hacia productos deméaximo que aparece en la administracion
excrecion que sean rapidamente eliminados. por via endovenosa. Sin embargo, cuando
No obstante, para moléculas con periodos se considera la actividad incorporada con
de eliminacion muy largos la estimacion de la respecto a la actividad circulante, en cada
biodisponibilidad cuando se usa el AUC debe instante de tiempo si se detecta este
tomarse con reservakos valores de G y segundo paso de distribucién, aunque con
t . S€ calcularon a partir de las expresiones menos intensidad.

obtenidas para el modelo farmacocinético De acuerdo con los valores de MRT y

considerado. AUC en el higado, intestino grueso y
De forma similar a lo observado enl0s  yifones podria existir dependencia de la via
estudios de administracion por via ge administracion con respecto a las rutas
endovenosa, cuando se aplica la via oral o6 5igye la molécula en el organismo. Esta
para admmls,trar ambos prod_u,ctos se puede ser la explicacién de la disminucion
produce la mas alta incorporacion en el o, a5 yelocidades de eliminacion halladas

gztszz]ae?(;'susjlrgaergzzrg]o’ I?ée.l(';:mii'or?e después de las administraciones por vias
g Uy rapida y ocurre o yovenosa y oral. Cuando los productos

de forma mas demorada en el caso del L .
se suministran por la via endovenosa las

producto C1l. En este aspecto se debereIacionesAU(ﬁ‘,lgad((AUC. yMRT.

destacar la existencia de una correlacion IMRT e mvierteﬁesggsn resphgédtoo a
directa entre los valores del indice de intestinos . . .
afinidad a proteinas de los taninos de ambasCuando s€ adm|n|st.r§1n Io; ,tanlnos porvia
especies, determinados peernandez oral. Cuando la administracion se realiza por

(obra citada) y el comportamiento farmaco- |2 Via oral, la mayoria de los procesos de
cinético de ambas sustancias. degradacion de estos productos puede
Un aspecto significativo que se debe OCUrir en Ios_|~ntest|nos; sin embgrgo, el
destacar es la capacidad de los taninos de2cUmulo en rifiones para los taninos de
estas especies para atravesar parcialmentéMPas especies no descarta la posibilidad
la barrera hematoencefdlica, lo cual unido d€ Su excrecion por via urinaria. Estudios
al hecho de que sean importantes €N otras especies de animales son
antioxidantes, le pueden conferir proteccién Necesarios para corroborar esta hipétesis
a este 6rgano ante la peroxidacion lipidica. POr determinacion e identificacion de
De acuerdo con los resultados para el sustancias en fluidos y productos de
AUC que aparecen en la tabla 3, la excrecion. Recientes investigaciones en
contribucién de la circulacion por el higado humano® demostraron que los taninos y
al efecto de primer paso no es la mas otros componentes de la espeélaus
influyente si tenemos en cuenta la relacion pinaster son absorbidos y excretados en
AUC, . o/AUC, i agP@ra cada producto, la orina como valerolactonas, conjugados
por lo que la absorcion intestinal pudiera con acido glucurénico o en forma de
ser muy importante y se encuentra en ésteres de sulfato luego de ser ingeridos y
correspondencia con la practica biodistribuidos en el organismo. Dada la
etnobotanica tradicional de suministro por similitud estructural entre los taninos de
viarectal de extractos ricos en taninos para especies de coniferas del génétimus
la cura de diferentes afecciones. Un aspecto(Martinez F. Caracterizacion de los

interesante es que en el caso de las curvasxtractos de corteza de diferentes especies
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forestales que crecen en Cuba. Tesis enadministracion por via oral y una
opcion al grado de Doctor en Ciencias relativamente alta toxicidad (L[> 5 mg/kg}
Técnicas. CNIC. 1989), pudiera existir en contraste con lo establecido pRiaus
correspondencia en la forma y vias de caribaea(DLP > 200 mg/kg) (Simén G,
excrecion para los taninos deinus Lépez A. Informe de toxicologia de taninos

caribaea 00/160. Laboratorios LIORAD. La Habana,
Las diferencias estructurales entre los Cuba).
taninos de Pinus caribaeay Casuarina Los taninos de ambas especies son

equisetifoliadeterminan diferencias absorbidos y distribuidos hacia el interior

significativas en el comportamiento de la del organismo de los animales de

biodistribucion y la farmacocinética de los experimentacion, en contraposicion a lo

taninos de las especies estudiadas. La viaplanteado por autores conktagermany

de administracién rectal pudiera ser de otros!® que confieren a estas sustancias
significativo interés en las biodistribuciébn una funcién antioxidante indirecta, por

de estos compuestos. El alto contenido de proteccion de otras moléculas que se
taninos no condensados (Martinez F. Obra ingieren en la dieta pero no porque sean
citada) en la especie Casuarina absorbidos a través del tracto gastro-
equisetifolia se correlaciona de manera intestinal hacia la sangre; resultados que
directa con la rapidez de su absorcion, el estan en concordancia con las

alto indice de afinidad a proteinas demostraciones mas modernas sobre el
(Herndndez 1. Obra citada), una empleo de los polifenoles como compo-

biodisponibilidad disminuida después de su nentes o aditivos en la diefd?®

SUMMARY

Biodistribution and pharmacokinetics of radioisotope-labeled and purified
condensed tannins frorRinus caribaeaMorelet var caribaea an@asuarina
equisetifoliabarks were studied after they were orally and intravenously
administered to mice which served as biomodels. The studied tannins, known as
strong antioxidants and protein complex ligands, showed a rapid biodistribution
into several organs and tissues. Accumulation of these substances in the stomach
and intestines was significant. Tannins from both species described a biodistribution
that adapted to a biocompartimental model of distribution. Pharmacokinetic
parameters such as mean residence time, total clearance, area under the curve,
bioavailability and the moment when the maximum incorporation occurs were
estimated from the blood clearance curves.

Subject headingsMODELS, BIOLOGICAL; MICE; TANNINS/pharmacology;
TANNINS/pharmacokinetics, PLANTS, MEDICINAL
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