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RESUMEN

- Se realiz6 el estudio fitoquimico y la determinacién de la actividad antiuicerosa
- de Vallea stipularis L.f. “Chuillur” . La especie fue ubicada y recolectada en el
mes de marzo de 2000, en el distrito de Tamburco, provincia de Abancay
departamento de Apurimac, a 3100 m.s.n.m. Con la muestra pulverizada de
hojas se realizé una maceraciéon acuosa. Mediante una marcha fitoquimica se
detectaron compuestos fendlicos, taninos, alcaloides, esteroides, saponinas y
carbohidratos. Para el analisis cromatografico en capa fina analitica, en escala
preparativa, se utilizé el sistema de solventes: CHCl; - EtOH (9:1), la
elucidacion estructural se realizé por espectroscopia UV-visible e IR; se
determinaron cuatro fracciones probables: F1: 5,7- dihidroxi-6-metoxiflavona,
F2:  5-hidroxi-7-O-glucosilflavona, F3: p-propil fenol y F4: 24
dihidroxipropilbenceno.

La actividad antiulcerosa se determind por la técnica de Lee 1971, induciendo
ulcera gastrica en estdbmago de rata cepa Holtman; el tratamiento con mayor
eficacia fue el extracto acuoso de hojas a dosis de 600mg/Kg observandose
una inhibicién del 62% comparado con el grupo patron que obtuvo un 18% de
inhibicién. Vallea stipularis L f. “Chuillur’ presenta actividad antiulcerosa por
via intragastrica, dicha actividad probablemente se debe a la presencia de
flavonoides en el extracto acuoso de hojas. Al evaluar la toxicidad aguda a
dosis limite del extracto acuoso de hojas en ratones albinos especie Mus
musculus cepa Balb/c, se ha determinado que no produce mortalidad a la dosis
maxima de 2000mg/Kg, y en el estudio anatomopatolégico de sus érganos no
se registro dafo, por lo que se le califica como “No clasificado”.

Palabras clave: Vallea stipularis L.f. Chuillur, dlcera gastrica, toxicidad aguda,
compuestos fendlicos.



SUMMARY

It was carried out the phytochemical study and determination of the
antiulcerous activity of Vallea stipularis L.f. "Chuillur." The species was located
and gathered in the month of March of 2000, in the district of Tamburco, county
of Abancay department of Apurimac, at 3100 m.s.n.m. With the powdered
sample of leaves it was carried out a watery maceration. By means of a
phytochemical march phenolic compound, tannins, alkaloids, steroids,
saponines and carbohydrates were detected. For the chromatographic analysis
in analytic fine layer, in preparatory scale, the system of solvents was used:
CHCI; - EtOH (9:1), the structural elucidation was carried out for UV-visible
spectroscopy and RI; four probable fractions were determined: F1: 57 -
dihidroxi-6-metoxiflavona, F2: 5-hidroxi-7-O- glucosilflavona, F3: p-propil phenol
and F4: 2,4 dihidroxipropilbenceno.

The antiulcerous activity was determined by 1971 Lee's technique, inducing
gastric ulcer in stomach of Holtman stump rat; the treatment with more
effectivenes was the watery extract of leaves in a dose of 600mg/Kg; an
inhibition of 62% compared with the patron group, that it obtained 18%
inhibition has been observed. Vallea stipularis Lf. "Chuillur" it presents
antiulcerous activity for intragrastric route, this activity is probably due to the
flavonoid presence in the watery extract of leaves. When evaluating the acute
toxicity to dose limit of the watery extract of leaves in Mus musculus albinic
mice species stump Balb/c, it has been determined that it doesn't produce
mortality to the maximum dose of 2000mg/Kg, and in biopsy of their organs
was not registered damage, for what is qualified as "Not classified."

Key words: Vallea stipularis L.f. Chuillur, gastric ulcer, acute toxicity, phenolic
compound.



I. INTRODUCCION

Desde la antighedad la medicina tradicional ha desempefiado un rol importante
aliviando las enfermedades y el dolor. Actualmente existe un gran interés por el
mejor conocimiento y uso de medicinas alternativas, entre las que destaca
la medicina natural. E! presente trabajo es un aporte al estudio fitoquimico y
farmacoldogico de Vallea stipulans L1.; de nombre wvulgar “Chuillur’ . La
clasificacion taxondmica fue determinada en los Laboratorios del Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Vallea stipularis L.f. “Chuillur” es un arbusto de 2 a 3 metros de altura, con
frutos redondeados pequefios con protuberancia en su superficie, se desarrolla
a una temperatura media anual 10-17°C y se encuentra entre 2200 a 3200
m.s.n.m87. E| género Vallea, posee dos especies en habitas desde Venezuela
hasta Bolivia, una de ellas, nativa del Pers: Vallea stipularis L.f. “Chuiliur” 5%,
A esta especie se le conoce también como: achacapuli, cugur, crosckash,
chehicllur, .chuiliur (Tamburco), chijllurmay (Cuzco), gorgor, yongasii*® Sacha
capuli, olla-olla, tchillurnay 24!, Es una planta de fa region andina, empleada por
las comunidades campesinas para el tratamiento de: escorbuto, cicatrizante,
gastritis, reumatismo? , como purgante drastico y analgésico.
La importancia de la presente investigacion radica en brindar un aporte al
estudio fitoquimico y farmacoldgico de la especie vegetal Vallea stipularis L.f.
‘Chuillur’ a la que se atribuyen tradicionalmente muchas propiedades
medicinales que ain no han sido estudiadas, por este motivo se planteo el
estudio de la actividad antiulcerosa del extracto acuoso de las hojas de Vallea
stipufaris L.f. “Chuillur”. Por lo expuesto, los objetivos especificos del proyecto
| fueron determinar los metabolitos secundarios del extracto acuoso de hojas de
Vallea stipulanis L 1., aislar el metabolito que se encuentre en mayor proporcion
por cromatografia en capa fina y en escala preparativa, determinar la Toxicidad
Aguda del extracto de “Chuillur" Vallea stipularis L.f. en ratones albinos Mus
musculjus cepa Balb/c y verificar los cortes anatomopatoldgico de érganos
(higado, pulmén vy rifién); demostrar el efecto antiulceroso del extracto acuoso
de hojas de Vallea stipularis L.f. en ratas cepa Holtzman por via oral y verificar
los cortes anatomopatoldgicos seriados del estdmago en el estudio preclinico.



Il. GENERALIDADES

2.1.0. ESTUDIO BOTANICO

2.1.1. Ubicacién sistematica de la especie
La muestra fue clasificada por la Dra. Emma Cerrate de Ferreyra en el
Museo de Historia Natural de la U.N.M.S.M. Segun el sistema
de clasificacion de Engler & Prantl, modificado por Melchor (1964)".

Division: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Arquichlamydeae
Orden: Malvales

Familia: Elaeocarpaceae
Género: Vallea

Especie: Vallea stipularis L f.
Nombre vulgar: “Chuillur”

2.1.2. Familia Elaeocarpaceae

La familia Elaeocarpaceae esta investigada bajo la familia de Tiliaceae en
MacBride. Vallea stipularis es la (nica especie descrita para el Per?

La familia Elaeocarpaceae contiene aproximadamente 10 géneros con 400
especies, extendidos en las regiones tropicales y subtropicales, mas de la
mitad de ias especies pertenecen al género Elaeocarpus (250) y Sloanea®

La flora nacional posee relativamente pocos representante destacandose los
géneros: Sloanea, Vallea y Muntigia, una de las especies mas difundidas en la
selva peruana es el arbol denominado “Mullaca Huayo”, “Gunda Yumanasa’
que corresponde a Muntigia calabura®.



2.1.3. Descripcién botanica

Vallea stipularis L.f. es un arbol de 8 a 10 metros de altura, de copa redonda y
tronco cilindrico. Su corteza externa es fisurada, de color café, sin secreciones
ni exudados. Las hojas son acorazonadas, simples, alternas (4-7 cm de largo;
2-4 cm de ancho) de base truncada, apice acuminado y borde entero; el haz es
verde amarillento, y el envés verde claro; las hojas viejas se vuelven rojizas.
Usualmente se pueden observar estipulas folidceas persistentes®. La
inflorescencia es una panicula de (9 a 14 flores), con flores completas de color
rojo; el caliz es caduco y pentamero, al igual que la corola; el androceo esta
compuesto generalmente de 32 estambres y el gineceo de un ovario stpero
con estilo simple y estigma compuesto®. El fruto es una capsula globosa
negruzca cuando esta madura, la misma que contiene de 2 a § semillas de
color blanco®.

2.1.4. Observaciones para el reconocimiento de la especie

Vallea stipularis Lf. es facilmente reconocible por sus hojas acorazonadas
con los peciolos ensanchados en sus extremos. Es caracteristica también, la
pubescencia en la zona de insercién del peciolo en la lamina y en el envés de
ésta’.

Distribucién

Esta especie se encuentra en los Andes, desde Venezuela hasta Bolivia y en
el Pert de Cajamarca a Cuzco®, creciendo en las partes altas semihimedas y
himedas’ en bosques primario y secundario, se observa entre los 2500 y 3900
m.s.n.m. en el Ecuador, en el Peru de 2200 a 3200 y en Colombia de 2200 a
3400 m.s.n.m.”,



2.1.5. Encuesta etnobotanica

Se realiz6 mediante un cuestionario a personas que conocen y usan plantas
medicinales. Previamente el encuestador se ha documentado con el fin de
recopilar la siguiente informacion: ubicacion geografica, altura sobre el nivel del
mar, nimero de habitantes, etnias, uso medicinal, costumbres, practicas,
acceso a los sistemas oficiales de salud, datos socio - econémicos y
educativos.

2.2.0. ESTUDIO QUIMICO

2.2.1. Compuestos fenoélicos

Los compuestos fenolicos se refieren a un grupo de substancias que poseen en
comin un anillo aromatico con uno o mas substituyentes hidroxilos,
frecuentemente como glicosidos. Relativamente polares, tienden a ser solubles
en agua, pudiendo ser detectados por el intenso color verde, purpura, azul o
negro que producen cuando se les agrega una solucién acuosa o alcohdlica al
1% de cloruro férrico. Dada la naturaleza aromatica de estos compuestos
fendlicos, muestran intensa absorcién en la regién UV del espectro, siendo este
metodo espectral especialmente importante para su identificacion y andlisis
cuantitativo®.

Los constituyentes quimicos que presentan en extracto acuoso, de la planta
son: flavonas, flavonoles, isoflavonas, fenilpropanoides, charconas, auronas®,
etc.

2.2.2. Biosintesis de flavonoides:
Los flavonoides se generan por la ruta biogenética del shikimato y del acetato-
malonato, la ruta del shikimato origina a los fenilpropanoides los que a través

de la ruta del acetato — malonato se transforma en flavonoides &°.
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Fig. N°1: Biosintesis de flavonoides



2.2.3. Estructura quimica de flavonoides

Son moléculas de 15 atomos de carbono que se caracterizan por tener
oxigeno en una estructura de 2-fenil cromona tipo Ce-C3-Cs; es decir , tienen
dos anillos aromaticos unidos por tres atomos de carbono, los cuales pueden o

no formar un tercer anillo'".

Por convenio se denomina a estos anillos A, By C. Cada carbono se nombra
con numeros ordinarios para los anillos A, C y nimeros primos para el anillo B

O
Fig. N°2: Estructura basica de flavonoides

2.2.4. Actividad farmacolégica de flavonoides

Accién vitamina P (FaCtor antiescorbutico): Las propiedades del factor P se
han atribuido a diversos polifenoles: Flavonoides, antocianésidos,
oligbmeros flavanicos, la experiencia demuestra que fodos estos
compuestos son capaces de disminuir la permeabilidad de los capilares y

reforzar su resistencia®'?,

- Antiinflamatorios: La actividad antiinflamatoria de muchos extractos
obtenidos de plantas medicinales utilizadas como antirreumaticas,
antiartritica y en el tratamiento de inflamaciones intestinales, de garganta y
oido aparece ligada reiteradamente a la presencia de los flavonoides en sus
extractos’®.

Antioxidantes: El centro de atencion sobre los flavonoides ha estado dirigido
ultimamente a su actividad antioxidante, dada su reconocida capacidad de



atrapar radicales libres, quelar

metales y por poseer un bajo
potencial rédox'>.

Antihepatotoxicos: El efecto hepatoprotector de la silimarina ha resultado
eficaz en el tratamiento de cirrosis hepatica inducidas por alcohol'"'2.

Antifangicos: Diversos extractos ricos en flavonoides han demostrado
actividad antifangica frente a Aspergillus flavus y Candida albicans'*.

Antiulcerosos: Se ha demostrado la eficacia de naringenina y quercetina en
el tratamiento de la Glcera gastrica'".

- Antiespasmadicos: Se debe a la accion de las flavanonas y chaiconas del

regaliz®*.

2.2.5. Fenilpropanoides (ésteres fenilpropanoicos)
Un grupo de derivados del fenilpropano, distribuidos en Gamopétalas
(Labiales, Oleales, Asterales) y localizados en la mayoria de los tejidos

vegetales, asi como en el polen®'**°

, son los ésteres fenilpropanoicos (PPG),
constituidos por un radical cinamoil y un hidroxifeniletanol, ambos unidos a
B —glucosa enlace éster (C-4) y éter (Cc-1). Otros azticares como rhamnosa,
xylosa o arabinosa, pueden unirse alos carbonos C-3,C4 6 C-6 dela
molécula de glucosa’. Se ha observado que, las plantas incrementan la
sintesis de fenilpropanoides en diferentes situaciones, como defensa de
herbivoros, proteccién ante el ataque de microorganismos, invasion de otras
especies o cuando aumentan los niveles de radicales libres debido a factores
externos, como estrés, medio ambiente, elevada luminosidad ( mayor

_incidencia de radiacién UV), bajas temperaturas, infecciones por patogenos,
déficit de nutrientes®, y atraccion de polinizadores, sin olvidar que estos
metabolitos sirven de precursores para otras moléculas mas complejas Utiles
para la planta'”'®.

Apartir de estos fenilpropancides sencilios, se sintetizan otros tipos de

fenoles, como flavonoides, cumarinas, lignanos, estilbenos, psoralenos,

pterocarpanos, taninos, que también responden al estrés oxidativo'®.



Fig. N°3: Estructuras quimicas de ésteres fenilpropanoicos (PPG)



b papel que desempefian los fenilpropanoides, ha que conducido que
M ingenieria genética modifique su ruta biosintética, induciendo la resistencia
a enfermedades o buscando incrementar la digestibilidad de las plantas
forrajeras, entre otros fines®®. La actividad antioxidante, y las propiedades

antirradicalarias de los fenilpropanoides, son las responsables, junto con
otros mecanismos, de algunas de las acciones farmacoldgicas que se han
descrito para los PPG (ésteres de fenilpropanoicos), tales antiinflamatorios,
protectora de membranas, cicatrizante, y sobre todo, quimiopreventiva y

antitumoral®®.

2.3.0. ESTUDIO FARMACOLOGICO

2.3.1. El estdbmago conecta el eséfago con el duodeno. Es la porcion mas
dilatada del tracto gastrointestinal, mide de 10 a 12 cm de diametro

transversal maximo y 25 a 30 cm de longitud?'. El estémago se divide
en5 segmentos: cardias, fundus, cuerpo, antroy piloro.
El cardias gastrico esta limitado al pequefio segmento de estémago
proximal que rodea la unibn gastroesofagica y el fundus es un sacoo
estructura en forma de clpula que se extiende desde el cardias alo
largo de la curvatura mayor hacia el cuerpo gastrico. El cuerpo
representa el tercio medio del estdmago y se extiende desde el cardias
y el fundus hasta la incisura angular por abajo. El cuerpo y el fundus
contienen células parietales y representan la fraccién gastrica secretora
de acido. El estomago estd compuesto por cuatro capas titulares:

mucosa, submucosa, muscular propiay serosa?'.

2.3.2. ULCERA GASTRICA
Son lesiones de las mucosas que recubren el estdmago, afectan
principalmente a personas mayores de 50 afios, con una proporcion mayor en
los hombres que en las mujeres. Es una enfermedad de caracter crénico que
aparece y desaparece en diferentes periodos®.

En la Ulcera gastrica el ritmo viene configurado por la presencia del dolor
después de las comidas, y el alivio adviene a medida que va transcurriendo

el tiempo después de haber comido.



No hay doloren ayunas. E! paciente manifiesta que sino comiese na
tendria sufrimiento alguno®.

2.3.2,1. MECANISMOS DEL EFECTO ANTIULCEROSO

Los antagonistas de los receptores Hg inhiben la secrecitn del acido gastrico
desencadenada por ia histamina y ofros agonista H: de una manera
competitiva dependiente de la dosis; el grado de inhibicidn es proporcional a la
concentracion del farmaco en el plasma. Los antagonisias del receplor H;
inhiben también la secrecion del acido desencadenada por la gastrina vy, en

menor grado, por los agonistas muscarinicos®.

2.3.3. TOXICIDAD AGUDA E INOCUIDAD: Uno de los primeros estudios
farmacoldgicos a realizar a una sustancia, producto o principio a la que se
atribuye un efecto terapéutico, es la toxicidad®.Toda sustancia o mezcla de
sustancias a ser utilizadas en medicina no soio deben poseer efectos
terapéuticos sino ademas deben ser inocuas. Todo producto sintetizado o
de origen natural gue contengan principios activos, pueden producir efectas
no deseados a corlo o largo plazo. Por ello en la elaboracién de medicamentas
resulta esencial seleccionar sustancias que ofrezcan un margen de seguridad
adecuado™ La toxicidad e inocuidad de un producto, no sélo depende de la
sﬁstancia en si, sino también del tipo de envase con el que esta en conlaclo y
las condiciones v procedimientos empleados para su elaboracién  ylo
dispensacion®.
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HI. MATERIAL Y METODOS

3.1.0. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO

3.1.1. Encuesta etnofarmacoldgica

Se realizd en la comunidad de San Antonio, distrito de Tamburco, provincia
Abancay, departamento de Apurimac. Las personas encuestadas fueron
seleccionadas al azar considerando como dnicos requisitos, que fueran
personas adultas y habitantes de la zona de estudio. De esta forma se logrd
hacer la encuesta a las personas que practicaban la medicina tradicional,
mediante este método se recopild informacién sobre el uso, preparacién,
formas de aplicacion y parte empleada de la planta, Anexo N°:2

3.2.0. CLASIFICACION BOTANICA

3.2.1. Taxonomia '

Determinada segin el sistema de Engler y Prantl, modificado por Melchor
{1984)’. Dicha clasificacion se realizé en el Museo de Historia Natural de la
U.N.M.S.M. Anexo N° 1

3.2.2.0. Preparacion del extracto acuoso para el estudio fitoquimico,
farmacolodgico y toxicolégico®.

3.2.2.1. Recoleccion

Se recolectarén 10 kilos de 1a éspecie Vallea stipularis Lf “Chuillur’ en el mes
de Marzo de 2000, de la comunidad de San Antonio, ubicada a 3200 m.s.n.m,
en el distrito de Tamburco provincia Abancay departamento de Apurimac. La
muestra recolectada se envolvid con papel kraff y se lavd con cuidado con
alcohol de 96° para su conservacion, se embalé en cajas de cartén con su
respectivo rétulo.
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3.2.2.2. Desecacion

Las hojas de Vallea stipularis L.f “Chuillur’ se desecaron en estufa a 40°C ,
para no alterar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de la
especie en estudio.

3.2.2.3. Molienda

Se utilizé molino de cuchillas Willey Hill St. Model N°3, obteniéndose un polvo
fino que se conservo en frascos de boca ancha de color ambar debidamente
rotulado.

3.3.0. PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO®,

Se pesaron 100g del polvo seco; se afadié 1000mL de agua destilada se
sometio a una temperatura de 100°C, se agit6 por una hora, luego se filtrd y se
concentrd en la estufa a 40°C para obtener al final un extracto seco.

3.4.0. ENSAYOS PRELIMINARES

3.4.1. Prueba de solubilidad

Se us6 11 tubos de ensayo se colocaron 30mg del extracto seco de
~ hojas de Vallea stipularis L.f. “Chuillur’ yse le agrego acada uno 1mL de
solvente® benceno, acetona, n-butanol, etanol, metanol, agua destilada, n-
hexano, cloroformo, acetato de etilo, éter de petrdleo. Se agitd y observo
los resultados. Fig. N°:5

3.4.2. Marcha fitoquimica

Seusé para la deteccion preliminar de los diferentes constituyentes
quimicos en la planta, basado en Ia aplicacion de pruebas de
coloracién y precipitacion®®?’. El extracto seco  30mg se solubilizé en
metanol y se realizarén ensayos: para detectar alcaloides, compuestos

fendlicos, taninos, aminodcidos, carbohidratos, esteroides y saponinas. Fig.
N°6
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3.5.0. ANALISIS CROMATOGRAFICOS

En la cromatografia en capa fina?®?

, 8@ usé como sistema de solventes :
CHCI; - EtOH (9:1) v/v, presentandose cuatro manchas a luz visible, aluz UV
365nm se observé manchas fluorescentes de color amarillo, purpura y
celeste, luego se realizd la cromatografia en escala preparativa, estas
placas cromatograficas fueron reveiadas con: los reactivo FeCly (sol. 1%),
HzSO;4 (sol. 50%), AICk ( sol. 1% )} v vapores de amoniaco, luz UV 365 nm.

Fig. N° 7

3.6.0. AISLAMIENTO, PURIFICACION E IDENTIFICACION

En la cromatografia en escala preparativa (CEP)® se detecté la presencia
de 4 fracciones que verificadas a la luz UV de 365nm., con reveladores y
reacciones de color dieron positivas para compuestos fendlicos®®! A estas 4
fracciones se realizaron sucesivas cromatografias en escala preparativa
para su purificacion, se eluyé con MeOH y CHC; [filtrd y llevo a sequedad.

3.7.0. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

Despues de ser aisladas las cuatro fracciones provenientes del extracto
acuoso de hojas de Vallea stipularis Lf se analizaron por
espectroscopia  ultravioleta® .

Fig. N°:8.9,10,11 y espectroscopia infrarroja'® . El espectro UV de las
fracciones fue obtenide en el espectrofotémetro modelo Hewlett packard
8452A Diode array e |.R se realizé en el espectrofotometro infrarrojo Back
modelo 500. Fig. N°12 (F1),13 (F2), 14{F3) y 15(F4).

3.8.0. ESTUDIO FARMACOLOGICO
3.8.1. Determinacion de la toxicidad aguda del extracto acuoso de hojas
de "Chuillur” en ratones albinos Mus musculus cepa Balb/c por via oral®.
Se formaron dos grupos de tres ratones del mismo sexc y se trabajé de
acuerdo a la siguiente Fig. N°4



25mg/Kg <
3 animales
{machos)

200mg/Kg
3 animales
(machos)

2000mg/Kg
3 animales

25mg/Kg
3 animales
(hembras)

23 0-1

|

2-3 0-1

=

200mg/Kg
3 animales
(hembras)

(machos)

1

2000g/Kg
3 animales
(hembras)

23 0-1

N

CONCLUIR LA PRUEBA: Clasificacién basada segun tabla N° 1

Leyenda: 0,1,2,3: NUmero de animales moribundos o muertos de

cada sexo.

Fig. N°4: Modelo de toxicidad aguda en ratones™.
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3.8.2.

Tabla N°1: Rango de toxicidad aguda®.

DOSIS CLASIFICACION
< 25mg/kg Muy téxica

< 200mg/kg Toxica

< 2000mg/kg Daiiina
>2000mg/kg No clasificado

Se observo el comportamiento de los animales durante 14 dias.

Se considerd los signos y sintomas observados y se control los
pesos al inicio, a los 7 dias de administracion y al finalizar el
experimento si el caso asi lo requiera.

Se realizé la necroscopia a todos los animales al final del
experimento y se evalud, peso, coloracion y tamario de los diferentes
érganos.

El sacrificio los animales por el método de dislocacién cervical,
separacion del craneo de la columna espinal, aplicando presién en la
base del craneo y la columna cervical, lograndose la pérdida de
sensibilidad al dolor™*.

Efecto antiulceroso:

Induccidn de ulcera gastrica experimental en ratas: Método de
Lee 1971%

Se utilizaron 70 ratas cepa Holtzman (hembras) n=10, 250-280g de
peso al inicio de los ensayos, con 7 dias de ambientacion al lugar de
trabajo. Luego, se las mantuvo en ayunas de 24 horas antes de
iniciar el experimento dejandolos Unicamente con agua ad limitum.

Agente ulcerogénico
Para la produccion de llceras se utilizo indometacina a la dosis

80mg/Kg
Preparacion del patron

Se disuelve en agua destilada la cantidad necesaria de ranitidina
para administrar una dosis 50mg/Kg

15



Descripcion de la técnica

Setenta ratas cepa Holtzman se distribuyeron aleatoriamente en 7
grupos de 10 animales cada uno:

- 1% grupo control: Suero fisioloégico 5mL/Kg

- 2%_Grupo control positivo: Indometacina 80mg/Kg

- 3%. Grupo control farmacolégico: ranitidina 50mg/Kg

- 4%, grupo problema: Extracto acuoso de Vallea stipularis L {.
“Chuillur ” 100mg/Kg

- 5% grupo problema : Extracto acuoso de Vallea stipularis L f.
“Chuillur ” 300mg/Kg

- 6“. grupo problema : Extracto acuoso de Vallea stipularis L. f.
“Chuillur " 600mg/Kg

- 7™. grupo problema : Extracto acuoso de Vallea stipularis L f.
“Chuillur ” 800mg/Kg

- Grupo Ulcera gastrica: Indometacina 80mg/Kg

Los productos mencionados se administraron via oral. Una hora antes de la
administracién de indometacina seguin la dosificacién anteriormente enunciada.
Los animales fueron sacrificados al transcurrir 1 y 6 horas desde la
administracion de indometacina, e inmediatamente se les efectué una
laparotomia en el tercio anterior de la linea media abdominal. Se
extrae el estdbmago abierto por la curvatura mayor, se lavo
cuidadosamente con una corriente suave de solucién fisioldgica. Se
extienden los estdbmagos sobre una tabla de tecnopor mediante alfileres,
observandose las Ullceras formadas y procediendo a sus valoraciones de
acuerdo a la escala de  Marhuenda®, teniendo en cuenta
siguientes indicadores de evaluacion.

los
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Tabla N°2: Escala de Marhuenda®.

Pérdida de pliegues de No presenta Si presenta

mucosa

Deccloracion de la No presenta Si presenta

mucosa

Edema No presenta Si presenta

Hemorragias No presenta Si presenta

Nimero de petequias Ninguno De 1-5 De 5-10 Mas de 10
Intensidad de la No presenta  Ulcera menor de  Ulcera mayor  Ulcera
nleeracion : tilcera I mm de 1 mm perforada

El puntaje total se expresa en porcentaje de inhibicién respecto al indice de
ulceracion del grupo control, seglin la siguiente expresion:

% Inhibicién = y. media del arupo control - y .media de grupo patrén_x 100
X . media de grupo control

Siendo: X- Promedio

3.33. Cortes anatomopatolégico del estémago de las ratas de
experimentacion.

Los estdmagos se conservaron en una solucion de formol al 10% para posterior
estudio y determinacion del dafio patologico del estémago.
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IV. RESULTADOS

4.1.0. ENCUESTA ETNOFARMACOLOGICA

Una encuesta del distrito de Tamburco, provincia Abancay, departamento de

Apurimac, se lievd a cabo en la comunidad de San Antonio, los resultados se
presenta en la tabla N°3.

Tabla N°3: Resultados de la informacion etnofarmacolégica de Vallea
stipularis L._f. “Chuillur”

| Propiedades

| terapéuticas

Afecciones del
higado

Parte
utilizada

Hojas

Preparacion

Infusion 10g/L x 10'

Administracion

Tomar una taza en
ayunas

Analgésico

Hojas y fruto

Infusién 10g/L x 10'

Tomar una taza 3
veces al dia

Cicatrizante

Hojas y fruto

Cocimiento 10g/L x 5'

Lavar la zona
afectada 2-3 veces x
dia, en caso de fruto

moler las pepas y
aplicarse en la herida

| Purgante drastico

Infusién 10g/L x 5'

Tomar un vaso en
ayunas

Escorbuto

4 pepas de fruto
fresco triturar hasta
obtener un jugo

Usar un hisopo y
aplicarse antes de
dormir

Gastritis

Infusién 10g/L x 10'

Tomar unataza 3
veces al dia

Prostatitis

infusion 15g/L x 10’

Tomar una taza 3
veces al dia




5.1.0. DEL ESTUDIO FITOQUIMICO

5.1.1. Prueba de solubilidad

En la tabla N °:4 y Fig. N° 5. Se observaque el extracto acuoso de
hojas de Vallea stipularis L.f. es muy soluble en metanol e insoluble
en acetona, éter de petréleo y n- hexano.

Tabla N° 4: PRUEBA DE SOLUBILIDAD “Chuillur” Vallea stipularis L.f.

(30mg extracto acuoso de hojas/imL de MeOH)

n-Butanol
Acetato de etilo
Cloroformo
Benceno
Acetona

Eter de petréleo
n-Hexano

Leyenda: (-) Insoluble, (+-) Medianamente soluble,
(++) Soluble, (+++) Muy soluble.
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Fig. N°5 : Prueba de solubilidad del extracto acuoso de hojas Vallea
stipularis L.f. “Chuillur’

1
2.
3.
4
5.
6
7
8.
9

Agua destilada
Metanol
Etanol

Butanol

Acetato de etilo
Cloroformo

Hexano

Acetona
Bencenc
10. Eter de petroleo



5.1.2. Marcha fitoquimica

En la Tabla N°5y Fig. N°6se evidencia que el extracto acuoso de
hojas de Vallea stipularis L.f. “Chuillur” presenta en mayor concentracion
taninos, azicares  reductores y no reductores, aminoacidos, flavonoides y

en menor concentracion alcaloides, esteroides, saponinas esteroidales.

Tabla N° 5: MARCHA FITOQUIMICA “Chuillur” Vallea stipularis L.f. (30mg
extracto acuoso de hojas/imL de MeOH)

Reactivo Metabolitos primarios y Resultado
secundarios

[Tricloruro de aluminio Flavonoides
Flavonoides
Compuestos fendlicos
Carbohidratos
Carbohidratos
Taninos

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Esteroides

Esteroides

Fehlln Azlcares reductores
lIndice afrosimétrico Saponina esferoidales
| Aminoécidos

Leyenda: (-) No detectable, (++) Moderado, (+++) Abundante
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Fig. N° 6: Marcha fitoquimica del extracto acuoso Vallea stipularis L.

“Chuiliur”.

OND AN

Tricloruro de aluminio
Shinoda

Tricloruro ferrico
Benedict

Molish

Gelatina

Bertran

Dragendorff

9. Mayer

10. Popoff

11. Wagner

12. Liebermann - Burchard
13. Fehling AB

14. Salkoski

15. Ninhidrina

16. Indice afrosimétrico
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5. 1.3. Cromatografia en escala preparativa

Sok. Al Cl31% Sel. FeClh 1%

Fig. N° 7: Cromatograma en escala preparativa del extracto acuoso de Vallea
stipularis Lf. * Chuillur”, sistema estacionario: silicagel GFs4 , sistema de
solventes: CHCI3 : EtOH (9:1) viv, revelador: sol. AICl; 1% y sol. FeCl 1%.



5. 1.4. Espectro UV/ Visible

El espectro UV - Visible de un flavonoide se relaciona con su estructura de la
siguiente manera: Banda |: 300 — 400 nm y Banda !I: 240 — 285 nm. Como se
demuestra en la Fig. N°8,9,10 y 11.
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Fig. N°8: Lectura en el espectro UV Visible de la F1
Maxima 2 Y% = 276 (0.190), 314 (0.0814) nm
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Fig. N°9: Lectura en el espectro UV Visible de la F2
Méxima 3, " = 314 (0.948), 240 (0.184) nm
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Fig. N°10: Lectura en el espectro UV Visible de la F3
Maxima 2 ¥ = 254 (1.525), 274 (1.335), 314{0.926) nm
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Fig. N°11: Lectura en el espectro UV Visible de la F4
Maxima 3 %% = 252 (0.514), 274 (0.415), 284(0.274) nm
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5.1.5. Espectro IR

Luego de realizar el analisis de espectrofotometria UV -Visible de la F1, F2,F3
y F4 se procedid hacer la lectura en el espectrofotémetro inframrojo — Back
Modelo 500. En las 4 fracciones analizadas se usé cloroformo y etanol para su
purificacion y se hizo en n —hexano.
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Fig. N° 12: LECTURA EN EL ESPECTRO INFRARROJO DE LA F1

Tabla N°6: Fraccion: F1: CHCIs : EtOH
Lectura: n-Hexano

Frecuencia
cm’

~ Grupo funcional

3365.3

OH, grupo hidroxilo

2967.7

2034

C-H vibraciones de estiramiento

2876.7

Aldehidos: vibraciones de estiramiento
C=0-H

1904.3

1708.1

Carbonilo C=0

1406.1

1075.7

C-O

TR
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Fig. N° 13: LECTURA EN EL ESPECTRO INFRARROJO DE LA F2

Tabla N°7: Fraccién: F2: CHCI; : EtOH
Lectura: n-Hexano

Frecuencia | “Grupo funcional
crn-1

3387.1 | OH, grupo hidroxilo

3051.2 C -H Aromatico, C-H alifatico

1650 Grupo carbonilo

1557.6  |Alqueno la doble absorcion es muy
débil y aromatico

1085.6 | Alcoholes y fenoles

160

€985 |~
SLir

Fig. N° 14: LECTURA EN EL ESPECTRO INFRARROJO DE LA F3
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Tabla N°8: Fraccion: F3: CHCIs : EtOH
Lectura: n-Hexano

Frecuencia Grupo funcional

1

cm”
1 3430.6 OH, grupo hidroxiio
2 3051.2 C —H aromatico, C-H alifatico
3 1868.8 C =C aromatico
4 1696.3 C=C |
5 1411.5 Deformacion de C-H alqueno monosustituido
8

1105 Alcoholes y fenoles
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Fig. N°15: LECTURA EN EL ESPECTRO INFRARROJO DE LA F4

Tabla N°9: Fraccion: F: CHCI; : EtOH
Lectura: n-Hexano

Frecuencia Grupo funcional
em’”
3591.1 OH, grupo hidroxilo
3406.3 OH

3055.9 Aromatico y etilénico
2934.3 C-H Alifatico

1640.3 Alquenos
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5.1.6. Estructuras quimicas propuestas

HO o Glu—0 o
CH; 0
OH O OH fe)

Fraccién 1: 5, 7 - di hidroxi- 6 - metoxiflavona Fraccién 2: 5 - hidroxi - 7 - 0 - glucosilflavona

CHj, : CH,

CH
CHZ / 2
HzC/ HzC
: WJ: .OH i
OH
OH

Fraccién 4: Fenil Fropanoide

Fraccién 3: Fenil propanoide "p - propil fenol" 2. 4 dihidroxipropilbenceno

Fig. N°16: Estructuras quimicas de los compuestos fendlicos presentes en las
fracciones 1,2,3 y 4 del extracto de hojas de Vallea stipularis L.f. “Chuillur” y
determinadas mediante analisis espectroscépico UV - Visible, e IR
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5.2.0. ESTUDIO TOXICOLOGICO: Toxicidad aguda

5.2.1. Estudio anatomopatolégico del pulmén de ratones albinos Mus
musculus cepa Balb/e. control nommal Fig. N°17 y tratamiento con
2000mg/Kg del extracto acuoso de la especie Vallea stipularis L1,
“Chuiliur”  como se muestra en la Fig. N°18 sin modificaciones en
el érgano.

Fig. N*17: Pulmon con estructuras normales

Fig. N°18: Alvéolo pulmonar sin cambios en el drgano
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5. 2.2. Estudio anatomopatolégico del higado de ratones albinos Mus
musculus cepa Balb/c. control normal Fig. N°19 y tratamiento con
2000mg/Kg del extracto acuoso de la especie Vallea stipularis L_f.
“Chuillur" como se muestra enia Fig. N° 20 sin evidenciar

modificaciones en el higado.

Fig. N°19: Conserva su estructura normal el higado

Fig. N°20: Higado tratado con el extracto acuoso,

observandose unavena centrolubulillar.
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5. 2.3. Estudio anatomopatoldgico del rifén de ratones albinos Mus
musculus cepa Balb/c. control normal Fig. N°21 y tratamiento con
2000mg/Kg del extracto acuoso de la especie Vallea stiputarnis |_.f.
“Chuillur” como se muestra en la Fig. N°22 manteniendo su
estructura normal.

Fig. N°21: Corte anatomopatolégico de rifién de ratén sin

tratamiento (blanco), conserva sus estructuras normales

Fig. N°22: Rifidn de raton, tratado con el extracto acuoso,
se observd zonas medulares.
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5.3.0. DE LA ACTIVIDAD ANTIULCEROSA:

5. 3.1. Estudio anatomopatolbgico del estomago de rata cepa Hotzman grupo
control como se muestra en la Fig. N°23 sin tratamiento

=ig. N°23 : Se observa estémago en rata normal: superficie homogénea,
arquitectura  glandular conservada, células del fondo isocromicas. Lamina
propia bien delimitada, capas musculares individualizadas, serosas con vasos
no congestionados.
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5.3.2. Estudio anatomopatoldgico del estémago de rata cepa Hotzman grupo
tratado con 100mg/Kg del extracto acuoso de hojas dela especie
Vallea stipularis Lf. “Chuiilur” Fig. N°24

Fig. N° 24 : Rata tratado con el extracto acuoso dosis 100mg/Kg, se
observa descamacion superficial, nicleos picnoticos

Fig. N° 25: A dosis de 300mg/Kg, se observa alteraciones en la estructura de
estomago, desorganizacion de la arquitectura glandular, picnosis en las células

findicas como se muestra en la Fig. N°25.
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5. 3.3. Estudio anatomopatoldgico det estémago de rata cepa Hotzman grupo

tratado con 600mg/Kg del exfracto acuoso de hojas de la especie
Vallea stipularis Lf. “Chuillur” Fig. N°26

Fig. N° 26: Rata tratada con el exfracto acuoso dosis 600mg/Kg. se opserve
poga desorganizacion de la estructura glandular.

Fig. N° 27: A dosis de 800mg/Kg no se observa cambios en su estructura, se
demuestra las glandulas bien orientadas sin dafio nuclear (buena proteccion).



5. 3.4. Estudio anatomopatologico del estobmago de rata cepa Holzman grupo
tratado con indometacina 80mg/Kg para producir lesiones en la
mucosa gastrica como se muestraen la Fig. N°28 y Ranitidina
50mg/Kg para comprobar su efecto antiulceroso frente a la especie
investigada Vallea stipularis L.f. “Chuillur” Fig. N°29

Fig. N° 28 : Rata tratado con Indometacina 80mg/Kg,

se observa discariosis

Fig. N° 29 : A dosis de 50mg/Kg con ranitidina, se aprecia
picnosis en las células findicas.
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Tabla N° 10:

Lecturas de las observaciones de tejido del estémago de ratas

hembras
Pérdida
de Decoloracion N° de
Signos pliegues | de mucosa _ | petequias . Total
de Edema | Hemorragias Intensidad
mucosa de
Tratamientos ulceracién
Control 0 0 0 0 0 0 0
Ext. Acuoso
100mg/Kg + 10 10 0 0 20 10 50
Ind. 80mg/Kg
Ext. Acuaso.
300mg/Kg + 10 10 0 o 21 7 48
Ind. 80mg/Kg
Ext. Acuoso
600mg/Kg + 10 2 0 0 7 0 19
Ind. 80mg/Kg
Ext. Acuoso
800mg/Kg + 2 2 0 0 17 6 27
ind. 80mg/Kg
indometacina
80mg/Kg 10 10 0 0 21 9 50
Ranitidina
50mg/Kg + 10 10 3 1 16 1 41
Indometacina
80mg/Kg
Total 52 44 03 01 102 33 235
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Tabla N° 11: Efecto antiulceroso del extracto acuoso de Vallea stipularis L f.

“Chuillur”.
N®de rata

por grupo Tratamiento Puntaje | % inhibicién
10 Control 0 100
10 Ext. Acu. 100mg/Kg + Indometacina 80mg/Kg 50 0%
10 Ext. Acu. 300mg/Kg + indometacina 80mg/Kg 48 4%
10 Ext. Acu. 600mg/Kg +indometacina 80mg/Kg 19 62%
10 Ext. Acu. 800mg/Kg +indometacina 80mg/Kg 27 46%
10 Indometacina 80mg/Kg 58 0%
10 Ranitidina 50mg/Kg +indometacina 80mg/Kg 41 18%

Mayor % de inhibicion con las dosis de 600mg/Kg
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Tabla N° 12: T- STUDENT

N° Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo6 |
Ratas | Ext.100+ind 80 | Ext.300+ ind 80 | Ext 600+ ind 80 Ext 800+ ind 80 indo 80 Ranit + indo 80
1 5 5 2 3 6 3
2 5 5 2 3 5 2
3 5 6 2 1 5 4
4 5 5 3 2 6 3
5 5 5 1 3 4 5
6 7 5 2 5 4 5
7 3 4 1 4 4 4
8 4 3 2 3 5 5
9 5 6 2 3 4 4
10 4 6 4 1 6 6
Prom 4.8 5 2.1 2.8 4.9 4.1
Desv | 1.032795559 0.942800042 0.875595036 1.229272594 0.8756 1.197219

Todos los grupos tratados se compararon con el grupo 5 (Indometacina: agente agresivo)
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V. DISCUSION

La etnobotanica es la ciencia que estudia el uso popular de la flora de una
region; la etnobotanica medicinal estudia el uso etnomédico de la flora,
propiedades curativas de la planta, las técnicas utilizadas para obtener
informacion de la especie Vallea stipularis Lf. “Chuillur”, son las encuestas
dei anexo N° 2, que permita conocer la relacion entre la flora de un lugar y el
hombre, es necesario el contacto directo con la poblacion, que permita obtener
una informacién confiable.

La prueba de solubilidad del extracto acuoso “Chuillur’ se muestra en la tabla
N° 4y Fig. N°5. Se observa su solubilidad en metanol, de donde se deduce que
los componentes quimicos mayoritarios son de estructura y naturaleza polar®.

El “Screening” fitoquimico, llamado también marcha fitoquimica o tamizado
fitoquimico, es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que
permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos de la planta®, en la tabla N° 5 y Fig. N° 6 se muestra los resultados
de la marcha fitoquimica de la especie vegetal, Vallea stipularis L.f:
flavonoides, taninos, compuestos fentlicos, aminoacidos, carbohidratos y en

menor concentracion alcaloides, esteroides y saponinas esteroidales.

Mediante el analisis cromatografico en capa fina, teniendo en cuenta la
polaridad de flavonoides se obtuvo mejores resultados con el sistema de
solventes CHCI3:EtOH (9:1), la deteccion de flavonoides en cromatografia en
capa fina y cromatografia en escala preparativa (Fig. N° 7), se debe al color de
la fluorescencia que desarrollan a la luz UV, que se intensifican o cambian de
color luego de la exposicion a vapores de amoniaco®Se realizd Ia
cromatografia en escala preparativa, usando como sistema de solventes
CHCI;:EtOH (9:1), se observo 7 manchas, se analizaron 4 fracciones, que se
revelaron con sol. FeClz 1%, sol. AICl; 1% y sol. H.SO, 50%, en presencia de
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vapores de amoniaco; el color amarillo observado, indicaria la presencia de

flavonas y/o flavonoles®?.

Para la elucidacion estructural del extracto acuoso de “Chuillur”, se realiz6 el
analisis espectroscopico, UV/Visible e IR (Fig. N° 12,13,14 y 15), del referido
analisis se obtuvieron las posibles estructuras quimicas : F1: 5,7 — dihidroxi-6-
metoxiflavona, F2: 5- hidroxi-7-O-glucosilflavona, F3: Fenil propanocide “p —
propil fenol” y F4: Fenil propanoide 2,4 - dihidroxipropilbenceno (Fig. N° 16).

En la evaluacién de la toxicidad aguda por via intragastrica del extracto acuoso
de hojas de Vallea stipularis L.f. “Chuillur’, no se presenté mortalidad a la dosis
de 2000 mg/Kg, que se considera limite para los estudios de toxicidad aguda
oral. Atendiendo a las clases de toxicidad establecidas por la Comunidad
Europea®, el extracto acuoso de la especie Vallea stipularis L.f. se considera
no téxica ya que no presenta una mortalidad mayor a la dosis ensayada
entrando en el rango de no clasificado™. Tabla N°: 1

El extracto acuoso de la especie Vallea stipularis Lf. “Chuillur” presenta
acfividad antiulcerosa a dosis de 600 mg/Kg del extracto, en esta concentracion
no se observa hemorragias, edemas, perdida de pliegues ni presencia de
petequias tabla N°11, lo que se confirma con los cortes anatomopatolégicos
mostrados en la figura N°: 26, mientras que en la muestra patron de ranitidina,
hubo una inhibicion del 18% comparandola con el control que tuvo 100% de
inhibicién observada en la tabla N° 11.

El efecto antiulceroso se explicaria por la presencia de flavonoides y
saponinas esferoidales en Vallea sfipuiaris L.f. “Chuillur’, como se muestra
en la tabla N°5, dado que los flavonoides y saponinas interfieren en el
metabolismo de las prostaglandinas especialmente PGE; , que son
responsables de la inhibicién de la secrecidn de acido clorhidrico producido por
el mucocitoprotector (Araujo et al 2002)*%°,
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Se utiliz6 la prueba de t — student™, para validar los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad antiulcerosa de Vallea stipularis L.f. “Chuillur’,
observandose en la tabla N°12, que el tratamiento con el extracto acuoso es
efectivo a las dosis de 600 y 800 mg/Kg en comparacion con el grupo 5 (agente
agresivo). Existiendo una diferencia significativa (p<0.01). El tratamiento con
ranitidina (control positivo) no protegié la mucosa a dosis y condiciones
utilizadas, no existiendo diferencia significativa (p<0.05). Se observa diferencias
significativas  entre el tratamiento  del extracto 600 mg/Kg vy la
ranitidina 50 mg/Kg (p<0.01) y del extracto 800 mg/Kg con el mismo farmaco
(p<0.05).

La especie Vallea stipulares Lf. “Chuillur’ es una planta sin efectos toxicos, y
con actividad antiulcerosa que ha sido demostrada y corroborada sus
propiedades benéficas por lo pobladores de la Comunidad de San Antonio
distrito de Tamburco provincia Abancay departamento de Apurimac, los
es;udios preclinicos y clinicos puede validar el uso farmacéutico al alcance de
la poblacion.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se demostr6 que no hay toxicidad aguda a dosis 2000 mg/Kg de Ia

especie Vallea stipularis Lf. “Chuillur”, sin evidenciar cambios
morfolGgicos en los 6rganos blandos. El extracto acuoso de la
especie Vallea stipularis Lf. “Chuillur’ en las condiciones
experimentales ha mostrado actividad antiulcerosa a dosis de
600mg/Kg al administrarse por via oral, confirmando el estudio
anatomopatologico.

. El estudio fitoquimico del extracto acuoso de hojas de Vallea
stipularis L. f. “Chuillur’, muestra presencia de esteroides, azucares
reductores y azicares no reductores, aminoacidos, alcaloides,
taninos y compuesto fendlicos (fenilpropanocides y flavonoides);
que se encuentran en mayor concentracion y responsables de la
actividad antiulcerosa. Del extracto acuoso se aislaron vy
purificarén 4 fracciones cuyas posibles estructuras quimicas son:
F1: 5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona, F2:5-hidroxi-7-O-glucosilflavona,
F3: fenil propanoide “p-propil fenol” y F4: fenil propanoide 2,4 -
dihidroxipropilbenceno de acuerdo a correlaciones quimicas y al
analisis espectrofotométrico UV- Visible e 1.R
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