Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peri. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioquimica

Unidad de Posgrado

""Evaluacion farmacologica de Buddleia globosa
(""Matico'') en el tratamiento de tlcera gastrica

inducida en animales de experimentacion''

TESIS

Para optar el Grado Académico de Magister en Farmacologia con

mencion en Farmacologia Experimental

AUTOR
Maritza Dorila PLACENCIA MEDINA

ASESOR
Pablo Enrique BONILLA RIVERA

Lima, Peru

2001



UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti. DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BioQuiMica
UNIDAD DE POSTGRADO

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE DOCTOR EN
FARMACIA Y BIOQUIMICA

Siendo las 11:00 a.m. del dia lunes 06 de agosto del 2001, en el Salén de Grados de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica, el Jurado Examinador y Calificador de Tesis, presidida por la Dra.
Dra. Nancy Lozano Reyes e integrado por los siguientes miembros: Dr. Jorge Arroyo Acevedo,
Mg. Pablo Bonilla Rivera (Asesor), Mg. Américo Castro Luna y Mg. Luis Rojas Rios se
reunieron para la sustentacion oral y publica de la Tesis intitulada “EVALUACI()N
FARMACOLOGICA BUDDELIA GLOBOSA (*"MATICO’) EN EL TRATAMIENTO DE ULCERA
GASTRICA INDUCIDA EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION” de la Bachiller MARITZA
DORILA PLACENCIA MEDINA de la Maestria en Farmacologia, con Mencién en Farmacologia
Experimental.

Acto seguido se procedi¢ a la exposicion de la Tesis, con el fin de optar al Grado Académico de
Magister en Farmacologia con Mencion en Farmacologia Experimental. Formuladas las
preguntas, éstas fueron absueltas por la graduando.

A continuacién el Jurado Examinador y Calificador procedié a la votacion, la que dio como

resultado el siguiente calificativo:
f/‘r_éw-:/r/«/n/ﬂ Ly Ntz 2'/""" =3 /?-4 // "/‘”" R //J/7)

Luego, la presidenta del Jurado declara a la Bachiller en Farmacia y Bioquimica MARITZA

DORILA PLACENCIA MEDINA, Magister en Farmacologia con Mencién en Farmacologia
Expen‘menta].

Dr. Jorge Arroyo Acevedo (PP, DE)
Miembro

ivera (PP, TC.) Mg. Américo Castro Luna (PP.DE.)
Miembro Miembro

Observaciones: TR T

“FARMACIA ES LA PROFESION DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO"

LONMLSM.

Jr.

Puno N°® 1002, Jardin Botanico. - Lima | - Perti - Telf. (511) 328-4737 Anexo 23 - Telefax: (511) 328-1811 - Ap. Postal 1760 - Lima
Email: decanofybia sanfer.unmsm.edu.pe

Hrp://www.unmsm.edu.pe’farma homefarma



Dedicado a YAZMYN, KAREN, GRETTEL Y CAROLINA

con el amor de madre y amiga.

A mis Padres

HELT Y MARTHA,

Que con su ejemplo y esfuerzo hacen
posible estos logros y satisfacciones

A mis hermanos ;

Hugo, Yolanda, Clelia, Mirtha,

Y Moisés por su invalorable ayuda
con nobleza y constancia

en la realizacion de mis metas



A mis Maestros y Colegas:

Mi profundo agradecimiento por la Calidad

De Ensefianzas Académicas y por su amistad.

En forma muy especial a la Dra. Luz Oyola de Bardales

Al Dr. Roger Ramos- Aliaga por su dedicacion a la Investigacion
A nuestra inolvidable Madrina Dra. Alicia Darg Barbiere

Y a los integrantes de la Promocion Luis Pasteur

A mis colegas y Maestros de Quimica Y Farmacologia
De la Facultad de Medicina, en forma muy especial

A la Dra. Hilda Jurupe Chico, Q.F. Gisela Oliveira

y al Dr. Manuel Nufiez Por su invalorable ensefianza
y amistad. A mis asistentes de Investigacion.



AGRADECIMIENTOS

A los miembros del Jurado

Dra. Nancy Lozano Reyes (Presidenta)
Dr. Pablo Enrique Bonilla Rivera (Asesor)
Dr. Jorge Arroyo Acevedo
Mg. Luis Rojas Rios
Mg. Américo Castro Luna
A todos ellos por su correcta labor en la evaluacion y

asesoria en la elaboracion y presentacion de esta investigacion.



La parte experimental del trabajo se realizé en los
laboratorios de la Seccién de Farmacologia y el
Bioterio de la Facultad de Medicina, y en los
Laboratorios del Instituto de Recursos Naturales y
Terapéuticos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Este trabajo fue realizado con el apoyo
economico parcial de Fundaciéon para
Investigacién Cientifica KNOP — Chile.

Mi especial agradecimiento a los Doctores:
Reynaldo KNOP y Helmuth Goecke.



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT

I. INTRODUCCION

Il. GENERALIDADES

lll. PARTE EXPERIMENTAL

IV. METODOLOGIA
4.1 Preparacion de la muestra: marcha fitoquimica.
4.2 Preparacioén de la muestra: estudio histolégico.
4.3 Actividad antibacteriana.
4.4 Métodos y procedimientos para estudios farmacologico.
4.5 Modelos experimentales de induccion ulcerativa.
4.6 Efecto del Extracto fluido de B. globosa sobre la contraccién inducida por

Acetil Colina e Histamina en la musculatura lisa de duodeno e ileon de rata.

V. RESULTADOS
5.1 Estudio botanico de Buddleia globosa.
5.2. Resultado del Estudio Fitoquimico
del extracto de Buddleia globosa.
5.3. Resultados de la Evaluacion Antimicrobiana del extracto fluido
Buddleia globosa: Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)
5.4. Resultados de los estudios farmacolégicos:
Bioensayo de toxicidad en Artemia salina.
Dosis Letal 50
5.5. Resultado de los modelos experimentales de induccién ulcerativa.
5.6 Efecto del extracto de Buddleia globosa
Sobre la contraccidn inducida por Acetilcolina e Histamina en la musculatura
Lisa de ileon de rata.

V1. DISCUSION
VIl. CONCLUSIONES
Vill. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pag.

12
13
16

17
19

28

31

31
40

43
50
51



RESUMEN

Buddleia globosa Hoppe (Matico); es un arbusto que crece desde Santiago a Valdivia en Chile, se le
atribuye tradicionalmente efectos antitlcerosos. La investigacion farmacologica de esta planta se inici6
con el estudio histolégico de las hojas y tallo, determinacién de la composicién quimica del extracto
etandlico, purificacion, determinacion de la actividad antibacteriana, los bicensayos de Toxicidad en

Artemia salina y se determind la DL5g en ratones albinos Cepa CF-1. Se realizd la Verificacién de la

actividad antiulcerosa gastrica en diferentes modelos experimentales de induccion ulcerativa entre ellos:
estrés por restriccién e hipotermia (4° C), estrés quirtrgico de ligadura de piloro e inmovilizacién, y por
inoculacién de Helicobacter pylori. y el estudio del efecto sobre la musculatura lisa en érganos
aislados.

En el estudio histologico, las hojas presenta excrecencias en determinadas células con la apariencia de
bolsa oleifera, como deposito de compuestos volatiles y aromaticos, es una planta de estructura
secundaria. De los estudios fitoquimicos del Extracto Etandlico de hojas y tallo (EFM)se encontrd
flavonoides, como Quercetina y Rutina, taninos, alcaloides, y compuestos fendlicos de los cuales se
aislod 5 fracciones, por cromatografia en capa fina y por espectrofotometria UV; identificadas como F1:
6-Aquil — 4’ — hidroxi — 7- 0 — Glicosil Isoflavona, F2: 5,7,8 — Trihidroxi — 4' — O — Metil Flavona, F3: 5,7 -
Dihidroxi — 6,8 — di-O — Metil Flavona, F4: 5,7 — Dihidroxi — 6,8 — Dialquil Flavona, F5: 6,8 — Dialquil — 4’ —
hidroxi — 7 — 0 — Metil Isoflavona,. La mejor y mayor actividad biolégica mostrada se obtuvo con el
EFM. La CLsy de Artemia salina fue 300 ppm y DLsg en ratones no mostré efecto hasta 2000 mg/Kg.
En los estudios de actividad antiulcerosa del EFM frente a estrés e hipotermia demostré una proteccion
del 85%, resultado estadisticamente significativo (p < 0.05) similar al patron Ranitidina, en el modelo
quirtdrgico de ligadura del piloro e inmovilizacion para induccién ulcerativa el EFM protegic un 58%,
frente a Ranitidina 54% y al Bismuto con 42% , y en el modele inducidas por H. Pylori se verifica su
actividad de proteccién y recuperacién de la mucosa gastrica con un 60% de inhibicidn de ulceracion
mientras gue Claritromicina + Ranitidina + Bismuto drogas de elecciéon ejercen un 70% de esta
inhibicién. Finalmente se comprobé un marcado efecto relajante del B. globosa, en las contracciones
intestinales de ileon y duodeno, especialmente aquellas inducidas por Acetilcolina.

La Buddleia globosa (Matico) presenta un marcado efecto antiulceroso en nuestros modelos
experimentales. Los alcaloides, los taninos, flavonas e isoflavonas presentes en el extracto podrian ser
los responsables por esta actividad, asi como del efecto relajante en la musculatura lisa, posiblemente

por antagonismo de Acetilcolina: confirmando un elevado potencial terapéutico.

Palabras claves: Buddleia globosa, antiulceroso, matico.



ABSTRACT

Buddleia Globosa Hoppe (Matico); it is a bush that grows from Santiago to Valdivia in Chile, is attributed
goods antiticerosos traditionally. The pharmacological investigation of this plant begins with the
histological study of the leaves, the determination of the chemical composition of the active complex of
the extract etandlico, purification of the active components, the determination of the antibacterial activity,
the bioassays of Toxicity in Artemia saline and the DL50 was determined in mice albino Stump CF-1. The
Verification of the activity gastric antiulcerosa in different experimental models of induction ulcerativa
among them: stress of cold (4°C), surgical stress of pylorus bond and immobilization, and for inoculation
of Helicobacter pylori, and finally the study of the effect on the flat musculature in models of isolated
organs.

In the histological study, the leaves show excrescence in certain cells with the appearance of oleiferous
bag, as deposit of compound volatile and aromatic, it is a plant that presents secondary structure. Of the
studies fitoquimicos of the EFM (leaves and shafts) we found flavonoides: Quercetin and Routine, as well
as tannins (5.0 to 5,7%), alkaloids, and compound phenolic of which was isolated 3 fractions, identified
as F1: 6-Aquil-4 '-hidroxi-7.0-Glicosil Isoflavona, F2: 5,7,8-Trihidroxi-4 '-O-Metil Flavona, F3: 5,7-Dihidroxi-
6,8-0O-di-Metil Flavona, F4: 5,7-Dihidroxi-6,8-Dialquil Flavona, F5: 6,8-Dialquil-4 '-hidroxi-7-0-Metil
Isoflavona, for chromatography in fine layer and for espectrofotometria UV. The best and bigger shown
biological activity was obtained with the EFM.. In the CL50 of saline Artemia was 300 ppm and the DL50
in mice they didn't show effect up to 2000 mg/Kg. In the studies of activity antiulcerosa of the EFM in front
of stress and cold found a protection of 85%, been statistically significant (p <0.05), similar to the patron
Ranitidina, in the surgical pattern of bond of the pylorus and immobilization they threw 55%, and in those
induced ones for H. pylori. Finally a marked effect relaxant of the EFM, was verified B. globosa, in the
intestinal contractions of ileon like of duodenum, especially those induced ones for Acetylcholine.

Of what we can conclude: The Buddleia Globosa (Matico) it presents a marked effect antiulceroso in our
experimental models: the alkaloids, the tannins, flavonas and present isoflavonas in the extract could be
the responsible ones for this activity, as well as of the effect relaxant in the flat musculature, possibly for

antagonism of Acetylcholine: confirming a high therapeutic potential.

Passwords: Buddleia globosa, antiulceroso, matico.



I. INTRODUCCION

El uso tradicional de plantas con accién medicinal atribuida por sus consumidores, genera la

expectativa de investigar para dar un respaldo cientificc a lo que se trasmite oralmente. En nuestro
medio la Ulcera gastrica es una enfermedad poblacional que esta cada dia en aumento, y esta asociada
amultiples factores entre ellos, anatomicos, fisiopatoldgicos, farmacologicos y bacterianos por H. pylori.
La terapéutica de esta enfermedad incluye a los bloqueadores de receptores H2, antiacidos,
antibacterianos, bloqueadores de la bomba de H+K+ ATPasa, anticolinérgicos y ultimamente a los
compuestos naturales como flavonoides.
En nuestro pais hay estudios del efecto antiulceroso y cicatrizante de Piper angustifolium (Matico),
desarrollado a nivel experimental; Placencia 1997; Arroyo 1998. En Chile también se tiene una planta a
la que se atribuye este efecto antiulceroso y corresponde a la especie: Buddleia globosa Hoppe, Mellado
1985 ; asi como efectos antihemorragicos, antiinflamatorios y antitusigeno. Farga C. 1990, Knop 1996
, ¥ en mérito a esta informacién, es que para verificar este efecto antiulceroso se realizd tres modelos de
induccion ulcerativa en animales de experimentacion, establecer que tipo de extraccion es la mas
adecuada, aislar los principales metabolitos secundarios de esta preparacion, asi como tratar de elucidar
el probable mecanismo de accion involucrado.

En esta investigaciéon se utilizé tres modelos de induccién ulcerativa: Modelo de Estrés por
Inmovilizacion e Hipotermia a 4° C, Modelo de Estrés Quirtrgico por ligadura pilérica e inmovilizacion y
finalmente el Modelo por inoculacion de Helicobacter pylori, microorganismo presente en la formacién de
Ulceras gastricas en el 95% de todos los casos; Lopez Brea 1995 (4). Se realizé estudios de actividad
antimicrobiana del extracto fluido etandlico de B. globosa frente a Cepas ATCC de S. aureus, E. coli, H.
pylori silvestres. Lo que nos permitid obtener la dosificacion de tratamiento frente a la infeccion producida
por inoculacién del H. pylori.

La presente investigacion pretende valorar la accion terapéutica de una planta con los criterios
analiticos cientificos caracterizando: El andlisis quimico por marcha fitoquimica, analisis cromatograficos
y Espectrofométrico U V con reacciones de sustitucion y desplazamiento; Bioquimico, Microbioldgico,
Estudio Anatomopatologico y la utilizacion de vias directa a receptores farmacologicos del tipo
colinérgicos e histaminérgicos, todo ello con el proposito de poder explicar el efecto farmacolégico

antiulceroso del extracto fluido de Buddleia globosa (Matico).

En esta investigacién se fijé como objetivo general:
“Evaluar farmacolégicamente la Buddleia globosa hoppe ( “Matico”) en el tratamiento de ulceras

gastricas inducidas en animales de experimentacion”.



Para alcanzar este objetivo fue necesario desarrollar lo siguientes:

1. Estudio Fitoquimico: Caracterizar los principales metabolitos secundarios del extracto fluido de
Buddleia globosa.

2. Estudio botanico: |dentificar las caracteristicas histoldgicas por tincion de las hojas y tallo.
3. Estudio Antimicrobiano: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto fluido de
Buddleia globosa:
a. Determinar la concentracion inhibitoria minima (MIC), frente al Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus,y Escherichia coli.

4. Estudio Farmacoldgico que comprende :

4.1. Toxicidad Aguda DL 50 en ratones albinos Cepa CF-1 (CYTED. 1995)
4.2, Determinar la CLsp a través de bioensayo en Artemia salina (CYTED. 1995).

4.3. Actividad Antiulcerosa. Determinar la actividad antiulcerosa gastrica del extracto fluido de
B .globosa en ratas:
= Ulceras inducidas por estrés de frio (4°C).
»  Ulceras inducidas por estrés de inmovilizacién y ligadura de piloro.
= Ulceras inducidas por inoculacion de Helicobacter pylori.

4 4. Actividad sobre la musculatura lisa intestinal.
» Determinar del efecto del extracto fluido de B. globosa en contracciones de

organos aislados (duodeno e ileon) de rata inducidas por Acetilcolina e
Histamina.

Todas estas determinaciones quimicas y evaluaciones farmacoldgicas se realizaron en los Laboratorios
del Instituto de Quimica Organica y el Instituto de Recursos Naturales y Terapéuticos de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica U.N.M.S.M.

Las evaluaciones farmacologicas en los Laboratorios de Farmacclogia del Departamento de Ciencias
Dinamicas, Facultad de Medicina U.N.M.S.M.

La investigacion Bioquimica y Microbiclégica en los ambientes del Hospital Central de Seguridad Social
“Guillermo Almenara Irigoyen” EsSalud.



Il. GENERALIDADES

La dicera péptica o gastroduodenal es una enfermedad, que se presenta en un alto porcentaje en los
adultos; constituyendo un gran problema social y con gran repercusién- econémico y un motivo de
preocupacion en investigadores y especialistas.

Inicialmente, existia una inquietante ignorancia, en la etiologia de la enfermedad y la eleccidn del
tratamiento, habia sido en gran parte empirica. Hoy, se puede entender mejor, los mecanismos por los
cuales se produce la enfermedad, ya que se han desarrollado investigaciones, para entender las vias de

su formacién y evolucion, mejorando las posibilidades de un adecuado tratamiento.

La etiologia de la mayoria de las enfermedades radica en la interaccion entre los factores ambientales y
genéticos . Sélo los individuos sensibles, desarrollan la enfermedad, siendo dificil, obtener todas las
pruebas disponibles, para explicar las causas de las mismas. En el caso de la Ulcera gastrica, la atencion
se ha centrado en algunos trastornos fisiolégicos, como la secrecion del acido, anomalia pildrica,
aumento en la secrecion de gastrina, trastornos de la motilidad del piloro, disminucién del moco protector
de la mucosa gastrica: asi como en el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y la asociacién
de la presencia de Helicobacter pylor, como el agente etiologico en el desarrollo de la misma, Lopéz -
Brea M. 1995, (,4,5,6,7)

Se ha propuesto que por una anomalia pilorica, hay un retraso en el vaciamiento gastrico, con la
posterior distension del antro, lo que produce un aumento de la secrecion de gastrina, con el consiguiente
incremento de acido. Por otro lado habria un reflujo del contenido duodenal al estémago. El duodeno,
tiene principalmente acidos biliares, los cuales producen gastritis mas acentuada en el segmento distal
del estébmago. La mucosa lesionada propende a la Ulcera, que puede ser adyacente a esta zona. La bilis
despoja de moco al epitelio, por lo que pierde su agente protector, al mismo tiempo se rompe la barrera

mucosa, con provocacion de una gastritis aguda(g,9,10,11)

La secrecion gastrica, esta regulada por un mecanismo nervioso humoral, a través del sistema
parasimpatico (nervio vago) y un mecanismo humoral a través del sistema hipéfiso adrenal por ello, se

dice que la secrecién acida tiene poca importancia al principio de la fermacién de la Ulcera péptica.

Los primeros estudios experimentales utilizaron métodos de accién local (sustancias quimicas,
traumatismos, exposicion a los rayos X, infeccion, obstaculos piléricos y alteraciones del sistema
circulatorio.) y métodos de accidén sistémica (quemaduras, inmunizacién, trastornos de la nutricion y
endocrinos); y el finalmente procedimientos quirtrgicos, que alteran la fisiologia normal (gastroentero-

anastomosis, desviacion de las secreciones duodenales y Ulceras yeyunales postoperatorias.)



Otra manera que se produzcan Ulceras en ratas es mediante el método de restriccion de movimientos e
hipotermia; las lesiones producidas dependen del tiempo en que permanezcan en este estado. La
privacion de movimientos (eliminacion de la respuesta de huida), generan hemorragias y erosiones en |a
mucosa gastrica. Asi se tiene el metodo de induccion de Ulceras por efectc de frio a 4° C e
inmovilizacion durante 3 horas de Senay E.C. 95 (12,13,14).

También se producen Ulceras por estrés quirirgico de ligadura de piloro e inmovilizacion; este modelo
ademas permite evaluar el contenido de las secreciones gastricas y las lesiones de la mucosa gastrica.
CYTED - 93(15) .

La asociacion entre H. Pylori y tlcera esta ampliamente demostrada (4,5,6,7), y esta investigacién se
inocularon cultivos de Helicobacter pylori a los animales de experimentacién con el propdsito de

generar en ellos una respuesta ulcerativa como un modelo alternativo de estudio.

En la terapia de la Ulcera péptica se han utilizado una serie de medicamentos, Goodman y Gilmann 1996(
8), entre ellos:

Anticolinérgico: Pirenzepina.
Antagonistas de los receptores H2 : (Cimetidina, Ranitidina).

Inhibidores de la bomba de protones (Omeprazol, Lanzoprezol).

oo N o=

Citoprotectores ( Dicitrato de Bismuto).

5. Neutralizantes como Hidréxido de Magnesio.
Todos los farmacos mencionados son principios activos de sintesis, en los cuales se ha definido
claramente su mecanismo de accion.

La tradicion del uso de plantas medicinales en Peru, Chile, Bolivia, Argentina, Colombia y Brasil data de
tiempos pre -incaicos. En la poblacion rural y selvatica de nuestro pais se conservan ampliamente los
usos tradicionales de las plantas de accién medicinal, destacando entre ellas las de accién antiulcerosa.
A pesar de su uso extenso no todos los productos utilizados tienen un valor medicinal claramente
reconocido o verdadero.

En nuestro medio el empleo de “matico” ha sido ampliamente difundido atribuyéndole el efecto
antiulceroso. Esta denominacién corresponde a dos especies diferentes: Buddleia globosa y Piper
angustifolium.

En otros paises latinoamericanos plantas medicinales pertenecientes a otras especies también reciben
esta denominacién, las cuales pueden inducir a confusién en el momento de comparar resultados
farmacolégicos. El uso de la Piper angustifolium ("Matico"), planta medicinal de actividad antiulcerosa;
Placencia 1997(16), con estudio de accién cicatrizante y antiulcerosa Arroyo 1998(17), es bastante
difundido sobretodo a nivel de la Sierra regién central de nuestra patria. En el Perd; matico pertenece a
la familia Piperacea que consta de 10 a 12 géneros y cerca de 2000 especies. En esta familia, el genero
de mayor importancia para el hombre es el Piper que incluye muchas especies de valor comercial y
medicinal (18,19).



En Chile se utiliza la Buddleia globosa hoppe (Matico), en extracto fluido con propiedades cicatrizantes
y antihemorragico por su accion sobre las mucosas gastrointestinales. Asi también se le atribuye eficacia
en la enterocolitis. Se emplea en forma de infusion, para lavar heridas; ingerido para aliviar la inflamacion
del tracto respiratorio y como antitusigeno y contra la diarrea y disenteria ( Farga 1990(2), KNOP 1997(3).

Figura 1. Fotografia en la que se muestra la Buddleia globosa ;
Familia: Loganiaceae;

Género: Buddleia;

Especie: Buddleia globosa Hoppe.



Buddleia globosa Hoppe es un arbusto de 2 a 2.5 m de altura, con ramas densamente pobladas. Las
hojas son opuestas de 15 cm de largo, lanceoladas, de borde entero, terminales en peciolo corto, con
inervacion central, rugosas en la superficie superior, apice agudo, base obtusa .

Las inflorescencias se presentan por pares, dispuestas en racimos capituliformes, los pedinculosde 2 a
3 cm; las cabezuelas son globosas de corola corta y amarilla. Los estambres son casi sésiles. Crece en

climas frios y desde 1300 a 2500 msnm desde Santiago a Valdivia en Chile,.

Figura 1.2. Se presenta el esquema grafico de la Representacion de la Buddleia globosa
tomado de Mellado Gutiérrez 1923.



lll. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS:

En esta investigacion se utilizé lo siguiente:

3.1 Material Farmacologico:
e Acetilcholine lodide (2260-50-6) SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis.

¢ Histamine ( 2-( 4- Imidazolyl)ethylamine)EEC.200-100-6. SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis.
e Cloruro de Calcio dihidratado. Merck Darmstadt

e Cloruro de Magnesio Heptahidratado. Merck Darmstadt

e Cloruro de Potasio. Merck Darmstadt

s Acetato de Sodio anhidro. Merck Darmstadt

¢ Dicitrato de Bismuto.(Laboratorios COFANA. Lima. Peru)

e Ranitidina. (Laboratorios ABEEFE Lima. Pert ).

e Claritromicina (Laboratorios GLAXO. Importada Para Peru)

e Extracto fluido de Buddleia globosa ( “Matico”). Santiago de Chile.

¢ Pentobarbital Sédico.

3.1.1. Equipos e Instrumental :

e Equipo de diseccion completo (pinzas , bisturi y hojas de bisturi)

e Agujas con hilo de sutura 2,00

e Equipos Instrumentales de Medicion:

« Espectrofotometro U.V.y Visible Helewt Packard. Modelo N° 8452 A Jet Paper

» Quimografo Eléctrico modelo 441(HARVARD APPARATUS Co. Inc. Dover MASS.)
+ Equipo de Organos Aislados.

¢ Equipo de Cromatografia de capa fina.

e Lampara de Luz Ultravioleta 266 nm. Y 282 nm.

e Equipo para cromatografia en capa fina.

e Equipo para cromatografia en columna rapida.

3.1.2. Disefio estadistico:
Para el tratamiento estadistico de la evaluacién de los resultados se utilizé una computadora con
Procesador Pentiunm con los paquetes estadisticos de :Analisis de varianza . Disefio de Regresion

con Variables Multiples. Métodos computarizados Statgraphics.



3.2. Material bioldgico:

150 ratas Sprague Dawley ; machos aduitas jovenes de un peso promedio de 350 gramos
provenientes del Bioterio del Instituto de Nutricion del Ministerio de Salud.

50 ratones albinos machos Cepa CF-1, peso promedio 25 gramos, provenientes del Bioterio de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Helicobacter pylori, cepas
conservadas a — 70°C en Nitrogeno Liquido y donadas por el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Material a investigar: Extracto fluido de las hojas frescas de Buddleia globosa hoppe, recolectadas
de la Fundacién Knop, Santiago de Chile, en el mes de Diciembre, época de cosecha preparadas al
20 % g/mL en alcohol de 70%. Obtenido el extracto se lleva a evaporacion el contenido alcohdlico

para utilizarla en las diferentes pruebas.

IV. METODOLOGIA

4.1. Marcha fitoquimica. Dominguez X. 1985, Lock de Ugaz 1994.

Se realizaron dos extractos: Etandlico y acuoso al 20%. Se realizaron las separaciones en los
diferentes solventes de polaridad crecientes( Benceno- agua) en una columna rapida con soporte
de silica gel granulada para columna.
Una vez separados los diferentes grupos de acuerdo a su polaridad se realizaron las separaciones
en cromatografia en capa fina para determinar los diferentes componentes del grupo.
Determinacién de los compuestos quimicos por espectrofotometria ultravioleta. Una vez que se
obtuvieron las separaciones cromatografica en capa fina y determinados su Rf. Se realizaron la
determinacion en espectrofotometria con metanol como solvente. Se realizaron las pruebas de
desplazamiento de los grupos polares y'las reactividades de estos con reactivos especificos.
Bruneton J. 1995(26), Mabry J.1970 (27)

Los resultados se presentan en los cuadros del 5 al 11 y los espectros correspondientes.

4.2. Recoleccidon de Muestra:

Se recolectaron |as piantas frescas enteras de los campos de Quilpue en Santiago de Chile, altitud
aproximada 1300 msnm, seleccionando las hojas para ser secadas al medio ambiente, y
posteriormente molidas para su maceracion hidro alcohdlica al 70 % hasta obtener el extracto
fluido, la recoleccion se realizé en las primeras horas de la manana.

Para la realizacion de los estudios histolégicos del tallo asi de las hojas de B. globosa se realizaron
los cortes de los respectivas partes de la planta fresca y se hicieron las fijaciones y las tinciones de

lugol para la preservacion de los mismos.



4.3. Determinacion de la Actividad antibacteriana: Baker C.N. 1983

Para mostrar este efecto se utilizaron tecnicas microbiolégicas para la determinacion de la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del extracto fluido de B. globosa en cepas ATCC. Entre las
cepas tenemos Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se
utilizaron cepas silvestres de Helicobacter pylori obtenidas de biopsias recientes de pacientes
con diagnostico clinico de ulceras gastricas. Se realizaron pruebas de morfologia y los cultivos
para determinar ureasa positiva. Las cepas se conservaron a—70° C en nitrégeno liquido y fueron
viabilizadas por cultivos sucesivos dos semanas previas a la realizacién de la prueba.

Las cepas de E. Coli ATCC 25922 en Agar Mc. Conkey. S. aureus ATCC 25923 en Agar Manitol
Salado y las cepas H. pylori en Agar Mueller — Hinton con suplemento de sangre desfibrinada de

carnero al 5%.

4.3.1.Técnica del Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), para el extracto fluido de Buddleia
globosa. Baker C N. 1983(28) SAHM D. F, Neuman M.A.1988 (29)

a) Mantener viables e identificadas las cepas ATCC y las cepas silvestres de H. pylori, 18 a

24 horas previas a la inoculacion.

b) Con todo el material de vidrio esterilizado:
Placas Petri, pipetas de 1 ml, 10 ml, tubos de 13 x 100 y 16 x 150 con tapa, asas de Kolle
estériles; y el ambiente en condiciones controladas de temperatura y asepsia se procede a la

numeracion respectiva de las placas y los tubos para las diluciones convenientes .

2.1 El dia del Ensayo. Se realiza la preparacion de las placas con Agar Mueller — Hinton, el
medio ya preparado, esterilizado y disuelto a una temperatura entre los 55-60° C se suplementd
con la suspension de sangre de carnero desfibrinada al 5% y se vierte a las placas en velumen

de 15 mL en cada una. Se tiene el material listo para realizar el ensayo.

c) Preparacion del Inoculo:
Usando una asa de Kolle calibrada, transferir colonias de los cultivos de las cepas ATCC, ylade
H. pylori. A tubos estériles con una solucién de caldo de cultivo TSB, homogeneizar utilizando un
vortex y se compara con un patrén de la Escala de Mc. Farland 0.5 de turbidez estandar,

equivalente a 1.5 x 10 ® CFU/mL se le llamara Suspension Stock.



d) Preparacion de las diluciones.
De la suspensién Stock. Se realizan diluciones 107, 10°,10° tratando de que eltiempo en que
se realizan !as diluciones y el tiempo de la siembra no sean mayor de 1 hora. Estas diluciones

deben mantenerse en una temperatura de 4° C .

e) De la diluciones:
De acuerdo a las recomendaciones reportadas Sahm (21), se trabajaron desde 5,120 ug/mL de
la solucién antimicrobiana. Extracto Fluido de Buddleia globosa hasta una concentracion final de
0,0390ug/mL.
Los datos se detallan en el cuadro 1.
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Cuadro 1 : Dilucion para la determinacion de la concentracion inhibitoria minima del extracto fluido de

Buddleia globosa :

Punto |Conc. Vol. Agua |Conc. Intermed. |Con. Final Concentracién
Inicial pg/|destilada |pg/mi pg/mL 1:10 Final en placa g
mL

1 5120 0 5120 512 5120

2 5120 1 2560 25.6 2500

3 5120 3 1280 12.8 1280

4 1280 1 640 6.4 640

5 1280 3 320 3.2 320

6 1280 it 160 1.6 160

7 160 1 80 8.0 80

8 160 3 40 4.0 40

9 160 7 20 2.0 20

10 20 1 10 1.0 10

11 20 3 5 0.5 5

12 20 T 25 0.25 2.5

13 25 1 1.25 0.125 1.25

14 2.5 3 0.625 0.0625 0.625

15 25 i 0.315 0.0315 0.315

16 0.315 1 0.156 0.0156 0.156

17 0.315 3 0.078 0.0078 0.078

18 0.315 i 0.039 0.0039 0.039

f) De la Siembra:
Realizada las diluciones del extracto y depositadas en los tubos se vierten en las placas, se
hacen rotaciones sucesivas con la finalidad de tener una dispersién homogénea del medio,
hasta solidificacién.
Ya listas se procede ala siembra de los microorganismos ATCC en las placas solidificadas
usando diluciones de siembra 10°, y 10° UFC/mL mediante asa calibrada de 107,

En cada placa se deposita una asa por vez realizando una ligera rotacion con la finalidad de
depositar todo el inoculo en ese punto. El tiempo total de siembra no debe ser mayor de dos
horas, iniciando desde la menor concentracion y se coloca una placa control de Agar MH y
dilucién Stock de las cepas ATCC al empezar la siembra y al final de esta.
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g) Incubacion:
Se incubd las placas a 35° C en condiciones de microaerofilia usando bolsas generadoras de
CO, , con catalizador e indicador incluido, por 18 a 24 horas en los recipientes de
anaerobiosis.

Transcurrido este tiempo se realizaron las lecturas y los resultados se presentan en sus
respectivos cuadros
4. 4. Estudio Farmacolégico.
4.4.1 Bioensayo de Toxicidad en Artemia salina. ( 14)
El Bioensayo con Artemia salina es un método que permite determinar citotoxicidad en la larva de
este crustaceo, el que es altamente sensible, a una gran variedad de sustancias quimicas. Se

realiz6 diluciones de extracto fluido de B. globosa al 20% las cuales se detallan en el siguiente
cuadro:

Cuadro 2 : Bioensayo con Artemia salina

Grupo Numero de larvas Dilucioén final en ppm
1 10 1000

2 10 300

3 10 100

4 10 30

5 10 10

6 10 3

7 10 1

Las larvas en numero de 10 se mantuvieron en un medio salino evaluandose la viabilidad a las
24 y 48 horas despues del tratamiento con extracto fluido de B- globosa en las concentraciones

indicadas en el cuadro.
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4.4, 2 Toxicidad Aguda. Determinacién de la Dosis Letal 50. (14).

La toxicidad aguda cuantifica los efectos que ocurren dentro de un lapso de 24, 48 y 72 horas con
posterioridad a dosis multiples.

Se empled ratones albinos jovenes de una cepa CF-1 de 40 dias de vida provenientes del Bioterio

de la Facultad de Medicina Veterinaria, con un peso promedio de 25 gramos.

El tamano de la muestra fue de 50 ratones, para las dosis siguientes:

Cuadro 3 : Dosis letal 50 : Toxicidad aguda en ratones

Grupo N° de animales Dosis mg/Kg.
1 10 2000

2 10 1000

3 10 500

4 10 . 100

5 " 10 1 10

La administracion de las dosis fue en ayunas de 24 horas mediante canula rigida de acero
inoxidable via intragéstrica, y con agua ad libitum, mantenidos en una temperatura constante de
25° C.

El tiempo de observacion fue de 24, 48, y 72, horas después de la administracion del extracto
fluido de B. globosa.

4.5 Modelos experimentales:

4.5.1 Evaluacion de la actividad Antiulcerosa del Extracto Fluido de Buddleia globosa.

Modelo de induccién ulcerativa: Estrés de Restriccion e Hipotermia 4° C.(12,13)

Protocolo experimental:

- Seutilizd 60 ratas adultos machos jévenes de raza Sprague-Dawley de 250 a 300 g
provenientes del Bioterio del Instituto de Nutricion del Ministerio de Salud Los
animales se mantuvieron solo con agua ad /ibitum por 48 horas antes de la
experiencia,.

- Las soluciones administradas fueron:

a)Ranitidina ( 100 mg/Kg.) en solucién acuosa, b) Exiracto fluido de Buddleia globosa:

(200 mg/Kg) 6 ¢) Agua destilada como control positivo (10 mL/Kg.).
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- La administracion de los farmacos fue mediante canula rigida de acero inoxidable
via intragastrica y media hora después los animales fueron introducidos en tubos
rigidos de plastico y colocados en camaras refrigerantes a 4° C durante un periodo
de 03 horas.

- Transcurrido este tiempo los animales fueron sacrificados con la admipistracion de
Pentobarbital ( 50 mg/Kg. IP). Se les efectud laparotomia y se extrajeron los
estdmagos, los que se abrieron por la curvatura mayor.

- Se extienden los estdmagos en una superficie de fijacion mediante alfileres, se
observa y se cuantifica las zonas ulcerativas segun la Escala de Marhuenda
(CYTED 1995).

- También se realizd el estudio con un grupo sin restriccion de alimentacion de 48

horas, para verificar si este proceso produciria ya una alteracién en los animales de
prueba.

4.5.2 Evaluacién de la actividad Antiulcerosa del Extracto Fluido de Buddleia globosa.
Modelo de inducciéon ulcerativa: Estrés Quirtrgico( Ligadura de piloro) e
inmovilizacion(14).

Protocolo experimental:

- Seutilizo 40 ratas adultos jovenes machos de raza Sprague-Dawley de 300-400 g
provenientes del Bioterio del Instituto de Nutricion del Ministerio de Salud

- Los animales se mantuvieron con agua ad libitum por 48 horas antes de comenzar
la experiencia,.

- Los animales fueron anestesiados por inhalacion de éter dietilico y se les realizd
una laparotomia para ligar el piloro, luego de su recuperacion se les administré por
canula rigida de acero inoxidable via intragastrica lo siguiente:

- a) Ranitidina (100 mg / Kg.) en vehiculo acuoso,

b) Extracto fluido de Buddleia globosa (200 mg / Kg)

- c) Subsalicilato de Bismuto (5.7mg/Kg)

- d) Agua destilada( 10 mL / Kg.).

- Transcurrido 4 horas en las cuales las ratas permanecieron inmovilizadas, fueron
sacrificadas, con la administracién de Pentobarbital ( 50 mg /Kg.) IP.

- Se efectud laparotomia y se les ligd el cardias , se extrajeron los estomagos, se
midio el total del contenido gastrico, determinandose también: pH, Cloro, Glucosa,
Sodio (Na"), Potasio (K') y Proteinas totales: albumina, globulina.

- Enlos estdmagos se observé y cuantifico las zonas ulcerativas utilizando la escala
de Marhuenda (CYTED 1995 ) para su evaluacion.
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4.5.3 Por Inoculacion de Helicobacter pylori.

Protocolo experimental:

Se utilizd 78 ratas adultos jovenes machos de la cepa Sprague Dawley de 300400 g de peso,
provenientes del Bioterio del Instituto de Nutricion del Ministerio de Salud.

A los animales se les inoculo con sonda rigida de acero inoxidable una alicuota equivalente a
100,000 UFC/mi (= 10 °) de un cultivo de Helicobacter pylori del medio Mueller -Hinton con
suplemento de sangre desfibrinada de carnero al 5%.

De los 78 ratas inoculadas se evalu¢ aleatoriamente a 18 de ellas, 6 de cada subgrupo con el fin
de confirmar la infeccidn en el estémago y esta se realizé por estudios histopatologicos de las
mucosas, verificiAndose la presencia de H. pylori, en los diferentes niveles de estratificacion de
este tejido. Esta injuria, causada por el microorganismo, se estudié a partir del 3° dia, hasta
lograr el estadio de penetracion del H. pylori en la membrana basal lo que sucedio al 7° dia.
Los 60 restantes infectados fueron dividieron en tres grupos a los cuales se les administro el

siguiente esquema de tratamiento:

Cuadro 4 : Esquema de Tratamiento

Grupo N° de animales Dosis mg/ Kg.
Agua Destilada. 20 5 Mi

Ranit.+ Claritromicina + Bism. 20 25+7.14+5.70
Ext. Flu. Buddleia globosa 20 50

El tiempo de administraciéon fue de 15 dias consecutivos, al término de los cuales se procedio a
sacrificarlos con Pentobarbital Sodico: 50 mg/ Kg via IP, realizandose luego, la laparotomia para la

extraccion del estdmago y su evaluacion macro y microscopica.

Una vez obtenido el estomago se fij6 mediante formalina neutra al 20% y se realizé los cortes de las
zonas de piloro, antro y fundus. Se fijé en parafina y se realizo los cortes en el micrétomo depositandose
estos en laminas porta-objetos, para la aplicar la técnica de tincion de Warthins Starry; Donayre M.C .-
1883(27). Al término de la fijacion se evaluo la presencia de H. pylor, se busco principalmente el las
células mucinosas de las glandulas y se observd el microorganismo de color negro en forma de coma o

vuelo de gaviotas y en fondo de color amarillo.
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4.6. Efecto Del Extracto De Buddleia Globosa Sobre La Contraccion Inducida Por Acetilcolina
E Histamina En La Musculatura Lisa De ileon De Rata.

4.6.1. Material Biologico
6 ratas Sprague Dawley adultas, de 300-400 g, con restriccion de alimentos solidos 24 h antes del
experimento, obtenidas del Bioterio del Instituto de Nutricién del Ministerio de Salud.

4.6.2. Farmacos y reactivos:

Acetilcolina 102 M, a 10 M.( Sigma Co. St. Louis.)
Cloruro de Potasio 1.0 M

Histamina 107 M.

Solucion Nutritiva Tyrode.

4.6.3. Equipos e Instrumentos

Equipo de Organos aislados con una camara de 20 cc

Quimografo Eléctrico modelo 441( HARVARD APPARATUS Co. Inc. Dover MASS).
Material de Diseccion

Equipo de Vidrieria

4.6.4. Procedimiento:

Se diseco segmentos intestinales de 2 cm de longitud de ileon de ratas previamente sacrificadas por
trauma cefalico. Los tejidos aislados fueron limpiados y suspendidos verticalmente en la camara del
sistema de érganos aislados con la solucion nutritiva Tyrode. El sistema fue mantenido a una
temperatura de 37° C y aireada continuamente, pH =7,4. Se permitié la estabilizacién de la
preparacién por 30 minutos y se procedid a administrar los farmacos y el extracto de Buddleia
globosa realizandose los registros de la actividad contractil con un sistema isoténico.

En el caso de los experimentos cdn Acetilcoliﬁa (n=4), se agregod 2 concentraciones consecutivas
de ACh 10™ M, con un intervalo de 5 minutos, previo lavado entre ambas dosis. Al alcanzarse la
maxima intensidad en la segunda contraccion se administré inmediatamente 0,2 mL de la Solucion
de Extracto de Buddleia globosa. Se registro y comparo ambas contracciones, en presencia y
ausencia de Buddleia globosa.

Se realizé el estudio de la curva dosis - respuesta (n = 4) para evaluar &l comportamiento de
agonista o antagonista frente a la sustancia patrén de Acetilcolina adicionando concentraciones
desde 10%°a 10° M.

En el caso de los experimentos con Histamina (n = 4) se agregd 1 concentracion de Histamina 10*M
la cual indujo una contraccion bifasica con un componente inicial fasico y un segundo ténico. Al
alcanzar un patréon estable la fase tonica de contraccién se agregé 0,2 mL de la Solucién de Extracto
de Buddleia globosa. Se registré y comparé el nivel de contraccion ténica en presencia y ausencia

de Buddieia globosa.
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V. RESULTADOS

5.0 .- ESTUDIO BOTANICO DE Buddleia globosa.
5.1. Estudio Histologico de la Buddleia globosa.
En los estudios histoldgicos de la planta fresca de B. globosa , se realizé los cortes tanto de la hoja como
del tallo y la descripcion detallada por microscopia de luz:

1.- Descripcion de los tejidos =

Tallo : Seccién transversal
Epidermis: con presencia de

tricomas del tipo ramificado
ramificado.

e Colénquima:
aproximadamente del tipo

lagunar, formando una capa

delgada debajo de la epidermis. e

Figura 5.1.1 .Microftograﬁa de la Seccién
transversal del tallo.

Corteza :

Parénquima cortical

Fibras esclerenquimaticas

Floema secundario

Cambium vascular

 Xilema secundario

e  Médula : con parénquima medular

Tallo : Seccién longitudinal: Vasos xilematicos de tipo: espiralado, anillado, y reticulado.

Figura 5.1.2 : Microfotografias de la Seccién longitudinal del tallo en la Tincién de Lugol y de Azul de
Metileno fijadas para microscopia.
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Hoja : Seccion transversal

e Epidermis adaxial Meséfilo
¢ Parénquima en empalizada

(3 capas).
e Parénquima lagunar.

e Epidermis abaxial : con tricomas
de tipo ramificados y de tipo alado

Hoja: Seccion superficial

e  Superficie adaxial
e Estomas en baja densidad
e Células de contorno poligonal
« Excrecencia en determinadas

células con apariencia de
bolsa oleifera

Figura 5.1.4. Microfotografia de la Seccion
superficial de la hoja

Superficie abaxial
e Estomas de alta densidad y
tricomas de tipo ramificado y de tipo alado.

Figura 5.1.5. Microfotografia de la
Seccion abaxial de la hoja
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5.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO FOTOQUIMICO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE BUDDLEIA
GLOBOSA.

5.2.1. Estudio de Solubilidad: Dominguez X 1985 (24)

Cuadro N° 5.

SOLVENTES HOJA TALLO
AGUA + +
METANOL it ++
ETANOL +++ +++
ACETONA kb +++
ACETATO ETILO st Febst
CLOROFORMO bt +++
N-HEXANO +E ++
ETER ETILICO + +
BENCENO * +

5.2.2. MARCHA FITOQUIMICA: Lock de Ugaz O. 1994(25).

Cuadro 6 : Identificacién de los principales grupos del Extracto Etanolico de B. globosa:

| Reactivos GRUPO FUNCIONAL |Hoja [Tallo
FeCly (com. Fendlicos = e
Dragendorff (Alcaloides) _ ++ ++
Shinoda (Flavonoides) +++ +++
Sol. Gelatina | (Taninos) +++ F++
Mayer (Alcaloides) ++ o
Molish (Azlcares o + +
glucésidos)

Leyenda: + = Poca presencia
++= Moderada.

+++= Abundante
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El estudio con los diferentes reveladores para la identificacion de los grupos reactivos mostro la
presencia de: Flavonoides, compuestos fendlicos, azucares de glucésidos y alcaloides utilizandose

para estas determinaciones reactivos quimicos como fisicos Lock De Ugaz ,1988; 1994. (25)

Cuadro 7 : ldentificacion de los principales grupos del Extracto Etandlico de B. globosa en la marcha

fotoquimica.:

Reveladores Compuestos En El Tallo Compuestos en las Hojas

Luz UV 366nm Fencles Flavonoides Alcaloide Fenoles Flavoncides Alcaloides
+++ +++ - +++ ++ =

H2504 Conc. +++ +++ RS e =

Vapores de Amoniaco ot +++ +++ ++ -

Dragendorff ++ +

Sol. Alcohdlica de Fe Cl3 1% +++ +4+ 45 4+

Leyenda: + = Poca presencia

++= Moderada.

+++= Abundante

Cuadro N° 8 : “Fraccionamiento del extracto etandlico de B. Globosa por cromatografia en columna

Rapida”.

Solventes N-Hexano. Clorofarmo. Metanolico Agua
Reactivos de Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo
Identificacion
Fe Cl3 1% + + ++ ++ +++ +++ ++ +++
Shinoda + + ++ ++ +++ +4+ +4+ +++
Dragendorff ++ ++ ++ +++ + + + +
Hidroxilamina i ¥ + + + + + +

Leyenda: + = Poca presencia
++= Moderada.

+++= Abundante

Para realizar el estudio de las separaciones cromatograficas en capa fina se utilizaron diferentes
sistemas de solventes de acuerdo a su polaridad. Se empleé Cloroformo y Metanol en diferentes
proporciones, eligiendo aquellos de mayor resolucién en el revelado del cromatograma Bruneton J.
1995(26); Dominguez X 1985 (24).
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Después del analisis cromatografico y las continuas purificaciones del sub-extracto metandlico en

cromatografia en columna con un total de 102 fracciones vy luego de ser sometidas a purificacién en

cromatografia en capa fina, se aislaron 6 fracciones.

Cuadro N° 9 : |dentificacién de los compuestos aislados mediante los diferentes sistemas de
cromatografia
Comp. F1 Comp. F2 Comp. F3 Comp. F4 Comp. F5 Comp. F6

Crom. Cloroformo - Cloroformo — Cloroformo — Cloroformo - Cloroformo - Acetato Etilo -
En capa Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol Ac. Férmico —

. 25:1 501 50:1 50:1 70:20 Agua 75:15:10
Fina.
Rf 0.94 0.16 0.19 0.30 0.80 0.87
Luz UV | CELESTE ROJO PURPURA PURPURA ROJO
366 nm PURPURA PURPURA CELESTE PURPURA
Luz Vis. | AMARILLO AMARILLO PURPURA PURPURA AMARILLO AMARILLO

Separadas e identificadas las fracciones se realizé la identificacion de las misma por el método de

espectrofotometria U.V., y se llevd a cabo las reacciones de desplazamiento para la identificacidon de los

grupos involucrados en la estructura de los compuestos, se evidencid los diferentes espectros iniciales

sin reactivos y las modificaciones de estos en las longitudes de onda maximas de absorcién en los

diferentes experimentos utilizando los reactivos clasicos de desplazamiento: Tricloruro de Aluminio, Acido
sulfurico, Metdxido de Sodio y Acido Bérico. Mabry 1970(27)

A continuacién se presenta los siguientes resultados:

Fraccion Numero 1:

Picos de Maxima absorbancia en el Espectro UV - Fraccion 1

Cuadro 10: Identificacion al Espectrofotometro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Numero Longitud de onda nm Absorcion
1 292 2.068207
2 312 2.153732

Se desarrollaron las reacciones de desplazamiento, para verificacion de radicales: con Metoxido de
Sodio, Tricloruro de Aluminio, Acido Sulfirico. Mabry J. Markham K 1970 (27)
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Figura 1. Se muestra la Fracciéon 1, purificada y evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 1.1 : Fraccién 1, purificada con reacciéon de desplazamiento empleando Metoxido de Sodio y
evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 1.2. Fraccion 1, purificada con reaccion de desplazamiento empleando Tricloruro de Aluminio y
evaluada a espectrofotometria ultravioleta. Mabry T. J. 1970(27).
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De la interpretacion de estos resultados se deduce la siguiente férmula:

Glio 0

®

OH
6 — Alquil-4’ hidroxi — 7— 0 — Glicosil Isoflavona

De la fraccion Numero 2: se muestra los picos de Maxima absorbancia en el Espectro UV .

Cuadro 11: Identificacién al Espectrofotometro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Niumero Longitud de Onda nm Absorcion
1 280 1.009506
2 322 0.663010

Se realizaron los estudios de desplazamiento, con los reactivos Metdxido de Sodio, Tricloruro de
Aluminio, Acido Sulfarico
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Figura 2 : Fraccién 2, purificada y evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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En la interpretacion de las reacciones de desplazamiento y de acuerdo a la literatura consultada se ha
desarrollado la siguiente estructura:

OH

HO 0
OCH,

oH O
5,7,8 — Trihidroxi — 4’ — O — Metil Flavona

De la Fraccion Niumero 3: se muestra los Picos de Maxima absorbancia en el Espectro UV
Cuadro 12: Identificacion al Espectrofotémetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Numero Longitud de Onda Absorcion
278 0.870926
2 312 0.5785568

Se realizaron los estudios de desplazamiento y verificacion de los radicales en el nicleo.
Con los reactivos de Metoxido de Sodio, Tricloruro de Fierro, Acido Sulfurico.

24



Figura 3: Fraccion 3 purificada y evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 3.1 : Fraccion 3, purificada con reacciéon de desplazamiento empleando Metéxido de Sodio y
evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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De la interpretacion de estas reacciones se ha estructurado la siguiente férmula:

OCH,
HO 0

HCO
OH 0

5,7 — Dihidroxi — 6,8 — dio—Metil Flavona

De la Fraccion Numero 4: se muestra los picos de Maxima absorbancia en el Espectro UV
Cuadro 13: ldentificacion al Espectrofotometro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Numero Longitud de Onda nm Absorcion
1 280 0.967300
2 308 0.573959

Se realizaron los estudios de desplazamiento y verificacion de los radicales en el nicleo, con los
reactivos de Metoxido de Sodio, Tricloruro de Aluminio, Acido Sulfurico.

Figura 4.Fraccion 4 purificada y con reaccion de desplazamiento empleando Metéxido de Sodio y
evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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De acuerdo a la interpretacion de los resultados encontrados se muestra la siguiente formula que

corresponde a la fraccion 4.

HO 0

CH 0

5,7 — Dihidroxi — 6,8 — Dialquil Flavona

De la fraccion Numero 5: se muestra los picos de Maxima absorbancia en el Espectro UV .

Cuadro 14: |dentificacion al Espectrofotémetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Numero Longitud de Onda nm Absorcion
1 274 0.9378
2 290 0.312

La Fraccion 5 purificada y con reaccién de desplazamiento empleando Metoxido de Sodio y evaluada a

espectrofotometria ultravioleta. De la interpretacion de estos resultados se deduce la siguiente formula:

OH
6,8 — dialquil — 4’ — hidroxi — 7 — 0 — Metil Isoflavona
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5.3 Resultados De La Evaluacién Antimicrobiana Del Extracto Fluido De Buddleia globosa:

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

El estudio de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico fluido de B. globosa frente a las diferentes
cepas de microorganismos patégenos y comparados con otros antimicrobianos estandares de actividad

conocida mostré efectividad contra Helicobacter pylori cepa nativa, Escherichia coli ATCC 25922,

Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Cuadro 15 : Evaluacion del MIC del extracto de fluido de Buddleia globosa

CEPAS Extracto Etanoclico | Amoxicilina | Amoxicilina/Ac. | Trimetropim/

Dilucién de B. Globosa ( mg/dl.) | Clavulanico Sulfametoxazole
( mg/dl.) ( mg/dl.) ( mg/dl.)

Helicobacter pylori 05 0.06 0.06 1

10° UFC/MI

Helicobacter pylori 025 0.06 006 1

10° UFC/mL

Escherichia coli. ATCC 05 1 1 0.5

25922

10° UFC/mL

Escherichia coli. ATCC 0.25 1 0.5 05

25922

10° UFC/mL

Staphylococcus aureus 05 8 0.25 1

ATCC 29213

10° UFC/ mL

Staphylococcus aureus 0.25 4 0.125 0.5

ATCC 29213

10° UFC/mL
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Figura 5.3 Placas de cultivo de las cepas utilizadas para realizar la efectividad antimicrobiana del Extracto
Etandlico de B. globosa.Cepas ATCC 29213 de Staphylococcus aureus. Cepas ATCC 25922 de

Escherichia coli. Cepas de Helicobacter pylori nativas.

Cuadro 16 : Rango normal de las concentraciones para la actividad minima inhibitoria MIC (mcg/mL).

ANTIBIOTICO Cepa S. aureus|Cepa E. Coli
ATCC 29213 ATCC 25922
Amoxicilina (mcg/mL) 4-32 1-4
Amoxicilina/Ac.Clavulanico SSws— 05-2
Trimetropim/ Sulfametoxazole <05-2 <05-2

En el estudio de la efectividad antibacteriana frente a H. pylori se usé cepas nativas a las cuales se
realizd la caracterizacién bioquimica de la prueba de ureasa para confirmar su actividad lo que se
muestra el la foto N° 9. Asi mismo se utilizé diferentes diluciones del Extracto Etanélico para comprobar
la actividad bactericida y bacteriostatica frente a este microorganismo y se presenta en el siguiente

cuadro.

29




CEPA NATIVA BACTERICIDA BACTERIOSTATICA
( mg/dl.) ( mg/dL.)
Helicobacter pylori 05 0.250
10° UFC/ mL
Helicobacter pylori 0.25 0.125
10 *UFC/mL

Figura 5.3.1 Prueba Positiva para la Ureasa para Helicobacter pylori.
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5.4. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

5.4.1. Bioensayo de Toxicidad en Artemnia salina Concentracion Letal 5.

En el Bioensayo con Artemia salina se han empleado diluciones del extracto etandlico de B.
globosa desde: 1, 3, 10, 30, 100, 300 hasta 1000 ppm.

Resultados :

La Concentracidn Letal 50 obtenida en esta metodologia se determiné en :
o I S— 300 ppm.

5.4.2. Dosis Letal 50

Resultados:

En ninguno de los grupos de los 50 ratones Cepa CF-1 hubo muerte alguna, empleandose

dosis desde 10 mg/Kg., hasta 2000 mg/Kg evaluados durante 72 horas. De estos resultados

podemos concluir que el extracto fluido de Buddleia globosa es inocuo en los ensayos de

toxicidad aguda y carece de efectos toxicos en estos animales de experimentacion en estas

condiciones experimentales.

5.5. Resultados de los modelos experimentales de induccion ulcerativa.

5.5.1.Efecto del Extracto Etandlico de Buddleia globosa ( 200 mg/Kg., Via intragastrica) en
ulcera inducidas por Estrés de Inmovilizacion y Frio en ratas. Senay E.C. Levin R.J.

En el modelo experimental de induccion ulcerativa de Senay E.C. Levin R.J. ( 10,11) desarrollado
en este trabajo nos mostré la efectividad del estrés por frio e inmovilizacion en la produccién de
ulceras en el grupo control, asi como el efecto antiulceroso que presentan el Extracto Etandlico de
B. globosa y la Ranitidina en la disminucion significativa ( p < 0.05) al tratamiento de estos datos.

Cuadro N° 18 Resultados del efecto antiulceroso del Extracto Etandlico de B. globosa y Ranitidina en
las ratas sometidas a estrés de frio e inmovilizacion frente al control (agua destilada).

Control Extracto Etandlico de Ranitidina (100 mg/ Kg.)
B. globosa (200 mg/ Kg.)
Numero de Ulceras (X) 6.63 + 4.041 |1.45+1.58* 0.7+1.12*
Area total (mm?) 1.78 £ 1.23 0.44 £ 0.49 0.25+0.40
Escala de Marhuenda 1.5 0.4 0.2
Numero de ratas' 19 10 10

En el cuadro se puede apreciar la disminucion estadisticamente significativa del Promedio de ulceras
en el grupo que recibe Ranitidina (100 mg/Kg) y el Extracto Etandlico de B. globosa .

' El peso promedio de los animales fue de 300 + 50 g.
* Cifra significativa (p< 0.05)
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El cuadro N° 19 : Efecto en Porcentaje de Inhibicion de ulceracion

% de inhibicion IUc-1Up / IlUc x 100

B. globosa ( 200 mg/ Kg) 85.71

Ranitidina (100 mg/ Kg) 92.85

Resultado de los grupos de Ranitidina y B. globosa existe una diferencia estadisticamente considerable
con respecto al control de 92.85% y 85.71 % de inhibicion ulcerosa.

5.5.1. Efecto del Extracto Etandlico de Buddleia globosa ( 200 mg/Kg., Via intragastrica) en
ulcera inducidas por Estrés Quirurgico de Ligadura de piloro e inmovilizacion. CYTED (15)

En los resultados que se muestran se puede apreciar una disminucién significativa 62.19 % (p <
0,05) del volumen del contenido gastrico con respecto al control, asi como un incremento significativo en
elpHde 2,43 +0,71 (p < 0,05) expresado en la disminucién de la concentracion de protones a 3,7 X 10°
M. lgualmente en esta tabla se aprecian los resultados obtenidos en el grupo que se le administré
Ranitidina, donde se observo, una disminucién significativa ( p < 0.05) del contenido gastrico de 45.33%
mientras que el pH 2.31 £ 0.46 mostré un aumento significativo ( p < 0.05) respecto al control.

Con respecto al grupo que se le administrd Subsalicilato de Bismuto se observé una disminucion del
volumen de secrecion gastrica del 40% con respecto al Control y no existe diferencia significativa en la
variacion de pH.
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e inmovilizacion.

Cuadro N° 20 : Resultados del Efecto del Extracto Etandlico de B. globosa, Ranitidina y Subsalicilato

de Bismuto en animales sometidos a induccién ulcerativa por Estrés Quirtrgico de Ligadura de piloro

Analisis del Grupo Control | Extracto Etandlico | Ranitidina Subsalicilato de
de B. globosa Bismuto
Contenido Gastrico | ( Agua dest.) (100 mg/Kg)
(200 mg/Kg) (5.71 mg/Kg)
N° de animales’ |10 10 10 10
Volumen (mL) 10.05 = 1.54 3.97+1.19 574 +1.43 6.20 £ 0.87
PH 2.00+0.28 243+0.71 2.31+046 1.84 £0.25
Glucosa ( mM/L) |0.30+0.23 0.31+0.22 0.32+0.18 0.05+0.03
Proteinas (g/L) 6.71+2.95 8.44 + 3.16 5.94 £2.03 475+ 2.66
Albumina (g/L) 1.04 £0.54 0.44 + 0.34 0.32+£0.19 0.16 + 0.16
Globulina (g/L) 5.92+2.87 7.73.+£3:10 577210 4.60+0.16
Sodio (mEg/L) 140 £ 0.00 132.89 £21.33 127.5 £ 20.50 131.8 +24.18
Potasio (mEg/L) 8.70+2.82 8.54 +2.17 7.37 £3.02 7.31+3.84
Cloro (mEg/L) 6585+18.16 |83.28 = 14.80 67.88 £ 12.21 46.5 £ 32.58
[ Molar de H ] 1%10™ 3.7x107 48x107° 1.5x1072
«! El peso promedio de las ratas fue 250 + 25 gramos.
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En la evaluacion macroscopica del estomago de los ratas en estudio se evidencio la aparicién de
ulceras en las diferentes zonas de la mucosa: antro, fundus y piloro. A continuacion se presenta los

resultados de los diferentes tratamientos en el siguiente cuadro.

Cuadro N°21: Resultado De La Determinacion Y Evaluacion Macroscoépica De La Mucosa Gastrica
De Los Animales Sometidos A Estrés Quirtrgico De Ligadura De Piloro E Inmovilizacion.

Nuamero Numero de | Regién Regién Region | Area Indice de
Animales | dlceras gastrica gastrica Antro | gastrica | Total Inhibicion
Tratamiento Cuerpo pilérica fundus %
(mm?)
Grupo:  Agua
destilada.
10 40 24 15 01 52.5 00%
Grupo:
Ranitidina
10 18 8 6 4 24 54.28
Grupo: E F M.
B. globosa
10 15 4 5 3 22 58.09
Grupo:
Subsalicilato de
Bismuto 10 20 14 6 00 30 42.85

Se puede apreciar que el mayor porcentaje de Inhibicion de la accion ulcerativa provocada por el
estrés quirtrgico es de 58.09% para EF B. globosa y para Ranitidina de 54.28%, no asi lo muestra
el Subsalicilato de Bismuto que presenta el 42.85% esto esta referido al Control.
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5.5.2. Modelo experimental de induccion ulcerativa en animales de experimentacién con
administracién de inoculo de Helicobacter pylori 10° UFC x mL.
Grupos: ' CONTROL: Agua destilada Via Intra gastrica: 5 mL/Kg por 15 dias.
2 Extracto Etanélico de B. globosa 50 mg/ Kg por 15 dias.
*Dosis de tratamiento Claritromicina: 7.14 mg/ Kg.+ Subsalicilato de Bismuto 5.71+
Ranitidina : 25 mg/ Kg.
Tiempo de Tratamiento: 15 dias.

Resultados: Observacion Microscopica de la region antro pilérica de los animales en estudio

Cuadro 22 : Observaciones Macroscopicas De Estdomagos De Animales De Experimentacion
Sometidos A Infeccion Por Inoculacién De Helicobacter Pylori

Tratamiento Agua destilada’ Extracto Etandlico | Ranitidina +
Caracteristicas de |la B. gk:nl:o.-sar2 Claritromicina +
mucosa gastrica Bismuto °
Color rosado 1 14 8

Color palido 1 6 12

Color rojo 18 0 0

Aspecto hiperhémico 3 8 16

Aspecto congestivo 17 0

Pliegues Normales 1 12

Pliegues hipertroficos 19 8 16

Presencia de H. Pylori 19 8 6

Ausencia de H. Pylori 1 12 14

Numero de animales 20 20 20

Al estudio microscopico de la region antropilérica de los cortes se evidencio que en :
Grupo: 'Agua destilada; Mucosas del estémago 85% de estos congestivas , 15% hiperémicas,
el 95% con pliegues hipertroficos, en asi tambien el 90 % de los animales presenta Helicobacter
pylori
B globosa; Mucosas del estomago 60% de los animales conservan la normalidad y

se correlacionan con la normalidad de los pliegues. Solo el 40% muestran hiperemia y con
pliegues hipertrofiados. En el 40% mostré la presencia de Helicobacter pylori

*Ranitidina+ Claritromicina+Bismuto; Mucosas del estomago el 80% estan
hiperémicas y con pliegues hipertroficos. El 20% de los animales se encuentran en estado

normal. El 30% mostré la presencia de Helicobacter pylori de forma cocobacilares.
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5.5.2.1 Descripcion Del Estudio Anatomopatolégico De Los Animales Infectados Con

Helicobacter pylori Y Sometidos A Los Tratamientos Farmacologicos.

Grupo Control: Agua destilada. ( n = 20)

Corte histolégico de la regidn antral, tincion Fuccina — Eosina y de Tincion de Plata.(n = 18)

1
2,

Descripcion Macroscopica: Mucosa Congestiva, con pliegues Hiperhemicos:

Descripcion Microscépica: Gastritis antral severa con actividad elevada a nivel de tejido mucoso,
atrofia glandular inicial. Dafio mucinégeno parcial multifocal.

Presencia de Helicobacter pylori +++( 90% de los tejidos observados, cumulos densos de
H.pylori).

Respuesta Inflamatoria: presente con leucocitos polimorfonucleares / +++.

Corte histolégico de la region antral, tincién Fuccina — Eosina y de Tincion de Plata.(n = 2)

1. Descripcion Macroscopica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos.

2. Gastritis antral moderada con actividad moderada a nivel del tejido mucoso , atrofia glandular

escasa, dafio mucindgeno leve moderado.

3. Presencia de Helicobacter pylori ++.

4. Respuesta inflamatoria: presente con leucocitos polimorfonucleares / ++.

Grupo : B. globosa ( n = 20)

Corte histolégico de la region antral, tincion Fuccina — Eosina y de Tincidn de Plata.(n = 12)

1.

Descripcion Macroscépica: Mucosa normal y se correlacionan con la normalidad de los pliegues.
Sadlo el 40% muestran hiperemia y con pliegues hipertrofiados.

Descripcion Microscopica: Gastritis antral leve a moderada con actividad escasa a nivel de tejido
mucoso, atrofia glandular escasa, dafio mucindégeno ausente.

Presencia de Helicobacter pylori -

Respuesta Inflamatoria: Ausente

Corte histolégico de la regién antral, tincion Fuccina — Eosina y de Tincién de Plata.(n = 8)

1.
2.

4.

Descripcion Macroscopica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos
Descripcién Microscopica: Tejido gastrico antral con pérdida escasa de citoplasma, atrofia
glandular inicial. Dafio mucinégeno parcial multifocal.

Presencia de Helicobacter pylori +. Se evidencia asociacion de gérmenes cocobacilares

Respuesta Inflamatoria: Leve. Leucocitos polimorfonucleares +.

36



Grupo Patron Claritromicina+ Ranitidina- Subcitrato de Bismuto: ( n = 20)

Corte histologico de la region antral, tincion Fuccina — Eosina y de Tincién de Plata.(n = 14)

1. Descripcion Macroscopica: Mucosa Congestiva, con pliegues Hiperhémicos:

2. Descripcion Microscopica: Gastritis antral moderada con actividad moderada a nivel del tejido
mucoso , atrofia glandular moderada, dafio mucinégeno leve a moderado. Dafio mucinégeno
parcial multifocal.

Presencia de Helicobacter pylori - Negativo
Respuesta Inflamatoria: Leve leucocitos polimorfonucleares +

Corte histolégico de la region antral, tincion Fuccina — Eosina y de Tincién de Plata.(n = 6)
1. Descripcion Macroscépica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos.
2. Descripcion Microscopica: Tejido gastrico con pliegues intracelulares normales, citoplasma
celular normal, tejido mucoso escaso
3. Presencia de Helicobacter pylori +. (Se evidencia asociacion de gérmenes cocobacilares)

4. Respuesta inflamatoria: presente con leucocitos polimorfonucleares / +.
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5.5.2.2. Resultado De La Evaluacién Microscépica De La Mucosa Gastrica: Region Antro Pilérica
De Los Animales Inducidos A Ulceracion Con Inéculos De Helicobacter pylori.

1. Animales Grupo Control

Figura 5.5.2.2.1. Corte histologico regién antral, Bacilos de H. pylori en el moco gastrico coloracion
Eosina- Hematoxilina.

Figura: 5.5.2.2.2. Region del antro, los Helicobacter pylori, bacilo entre las células . Coloracion Warthin
Starry especial para tincion del H. pylori . Donayre M.C. 1993 (30)

Figura: 5.5.2.2.3. H. Pylori en el interior de la mucosa antral, abundantes colonias. Coloracion Warthin
Starry.
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2. Animales Grupo B. globosa.

Figura 5.5.2.2.4. Mucosa gastrica. Region antral. Ausencia de H. pylori en los diferentes animales
tratados con EFM. B. globosa.

3. Animales Grupo Patron.

Figura: 5.5.2.2.5. Animales del grupo patrén.

39



5. 6. Efecto Del Extracto Etandlico De B. globosa Sobre La Contraccion Inducida Por Acetilcolina

Histamina Y Cloruro De Potasio En La Musculatura Lisa De ileon De Rata
Resultados

Se verifico un efecto relajante del Buddleia globosa sobre las contracciones inducidas por
Acetilcolina 10~ M. Este efecto se mostré marcado en todas las preparaciones (Figura 29)

presentando un porcentaje de inhibicion de 89% = 10,5% .

En el Cuadro 30 se observa los resultados obtenidos con Buddleia globosa en las contracciones
inducidas por Histamina, mostrando un inhibicion del 46% + 24%.

Cuadro 23 ; Efecto del Extracto Etandlico de Buddleia globosa sobre las contracciones inducidas por
ACh?

Primera Segunda Contraccion en presencia
Contraccién Basal de Buddleia globosa
N (cm) (cm) Porcentaje de
Maxima Minima Maxima Minima Inhibicion®
Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad

(A) (B) (©) (D)
1 27 0,7 23 0,0 100%
2 6,8 50 7.8 0,8 86%
3 2,0 0,8 1,8 0,0 100%
4 52 1.5 3,5 0.3 79%

' Extracto de Buddleia globosa 0,2 mL agregados en la camara del sistema de érganos

aislados luego de haber alcanzado la maxima intensidad en la segunda contraccion
? Las contracciones fueron inducidas por ACh 107 M.

* El porcentaje de inhibicion (PI) es calculado con la siguiente férmula:
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Cuadro 24 : Efecto del Extracto Etandlico de Buddleia globosa ‘'’ sobre las . Contracciones

inducidas por Histamina®

Contracciéon (cm ) en Contraccion ( cm) en
N ausencia de Buddleia presencia de Buddleia | °) Porcentaje de
globosa globosa inhibicion
(A) (B)
1 7.4 52 30%
2 2,0 1,2 40%
3 3.8 2.7 29%
4 1,6 0,3 80%

) Extracto de Buddleia globosa 0,2 mL agregados en la camara del
sistema de o¢rganos aislados luego de haber alcanzado una
contraccion ténica estable inducida por Histamina 10™ M.

@) Las contracciones fueron inducidas por Histamina 10 ~* M.

®E| porcentaje de inhibicion (P1) es calculado con la siguiente formula:
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Cuadro 25 :
Resultados “ Efecto de la Acetilcolina y E F B. globosa + Acetilcolina sobre la EC 5, en ileon de rata”

Modelo Curva Dosis- Respuesta.

Concentracion Altura promedio EN Porcentaje | Altura promedio en| Porcentaje
Moles 10 Ausenciade E.F. B (%) presenciade EF (%)
globosa B. globosa

9 425+1.78 6.48 20+1.0 3.20

8.5 8.75+2.38 13.35 42107 6.77

8.0 14.25 +£2.48 21.75 85+1.2 13.70
e 28 +3.08 42.27 15.1 +1.6 23.96
7.0 34.75+2.94 53.05 26.4+3.2 41.90
6.5 455+4.55 69.46 43.2+35 68.57
6.0 h5:5+ 259 84.73 60.4+4.5 97.41

5.5 65.5 + 3.90 100.00 62+4.5 100.00
5.0 65 + 3.00 99.23 62+3.1 100.00
45 62.25+ 2.68 95.03 61+3.1 98.38

De la evaluacién de los datos se obtiene EC5o (Concentracion Efectiva Media) y corresponde para
Acetilcolina = 107 M. Y para el ECs; en presencia de EF. B. globosa 107° M. Generando asi un
desplazamiento de la curva ligeramente a la derecha.
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VI. DISCUSION

Partiendo del supuesto de que una forma farmacéutica esta constituida por una o mas sustancias activas
responsables de su accion terapéutica y por adyuvantes sustancias que viabilizan la administracion y el
mantenimiento de la cualidad de medicamento, debemos de considerar a los productos vegetales como
los abastecedores de insumos para la elaboracion de medicamentos desde el punto de vista industrial asi

como para su utilizacién inmediata por la poblacion doliente que lo requiere.

El presente trabajo de investigacidn se constituye en un modelo de Evaluacién Farmacolégica para
plantas de accion antiulcerosa, es necesario destacar que el aporte cientifico que presentamos permitira
a la poblacion que utiliza el extracto de hojas de esta planta Buddleia globosa como medicina folklérica
tenga la garantia de su accion farmacolégica y se genere en la industria la posibilidad de continuaren la
investigacion hasta descifrar su composicién quimica y elaborar una presentacion farmacéutica que

garantice su efecto terapéutico.

La Buddleia globosa hoppe conocida ampliamente como “matico” se desarrolla desde Santiago a
Concepcion en Chile. Es un arbusto silvestre y de facil cultivo. En los estudios realizados en la parte
fitoquimica del extracto fluido de Buddleia globosa (hojas y tallos) encontramos compuestos fendlicos
de importancia como flavonoides, entre ellos Quercetina y Rutina, lo cual concuerda con los hallazgos
de Farga 1990 (2), estos compuestos en la planta se constituyen como protectores de la incidencia de los
rayos ultravioleta, citoprotectores contra virus, hongos e insectos, a su vez se conoce la actividad que
realizan como atrapadores de radicales libres, antioxidantes ; estos flavonoides generan en la planta una
mayor calidad de vida frente a su ecosistema; también se presenta en su composicién taninos
constituyendo estos desde un 5.0 a 5,7 % .Mellado 1923(1), Harborne J. B 1984(21), la presencia de
estos compuestos polifendlicos le confiere actividades biologicas de accion bactericida demostrada en
nuestro estudio se discutira posteriormente y segun'la literatura consultada para otras especies de
fungicida, antitumoral (22,23) Farmacognosia 1999, e inhibidor de enzimas principalmente de
microorganismos agresores tales como bacterias e. g. Streptococcus mutans y S. Sobrinus ( 20) Hattori
et. Al 1990).

Se destaca asi mismo la presencia de alcaloides en menos concentracién a los compuestos antes

citados.

En el estudio histologico realizado de la parte vulneraria que presentan la mayor actividad biolégica, las
hojas muestra excrecencias en determinadas células con la apariencia de bolsa oleifera, la cual servirian
de deposito de compuestos volatiles y aromaticos entre ellos los flavonoides e isoflavonas. La estructura

morfolégica estudiada corresponde a una planta con estructura secundaria.
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En los estudios de solubilidad de compuestos se encontré que la mayor parte de los compuestos
fendlicos se extraen con solvente polares entre ellos: Metanol y Etanol. El solvente medianamente polar
Cloroformo también ejerce una buena extraccion tanto de compuestos fendlicos como de alcaloides.
La actividad biolégica mejor mostrada se obtuvo con el extracto fluido de Buddleia globosa (extraccion
con alcohol etilico), motivo por el cual se realizd las pruebas con este extracto, evaporando el alcohol y
reconstituido con agua destilada.

De acuerdo al estudio de solubilidad realizado como mostramos en el cuadro N° 5 la mayor parte de los
componentes quimicos presentes en el extracto etandlico de B. globosa son de naturaleza polar y
mediana polaridad.

Como observamos en el cuadro N° 6, el extracto etandlico contiene gran cantidad de compuestos
fenolicos como un taninos y flavonoides las cuales concuerdan con lo reportado por Farga 1993 (2).
Tambieén se encontro alcaloides en menor cantidad.

Se confirmé mediante cromatografia en capa fina la presencia de fenoles, alcaloides y flavonoides lo que
resume en el cuadro N° 7 (se aislaron 5 componentes utilizando cromatografia en columna las cuales se
identificaron y purificaron mediante cromatografia en capa fina a escala preparativa).

El extracto etandlico total fue fraccionado mediante cromatografia en columna rapida utilizando solventes
de polaridad creciente cuyo resultado se encuentra en el cuadro N° 8. De lo que se deduce la presencia
de compuestos fendlicos tipo flavonoides y de alcaloides.

A partir del sub-extracto metandlico se realizaron ensayos cromatograficos probando distintas mezclas en
el cuadro N° 9. Estos sistemas nos sirvieron para la identificacion de los compuestos aislados tal como
mostramos en el cuadro N°10.

Se aislaron 6 fracciones de las cuales se elucidd la estructura de las 5 primeras, mediante
espectrofotometria Uitravioleta; por correlaciones quimicas y mediante reacciones de desplazamiento
(BRUNETON J.) como mostramos en las figuras y graficos correspondientes; con lo que se propone la
estructura de 5 flavonoides: F1: 8-Aquil — 4’ — hidroxi — 7.0 — Glicosil Isoflavona, F2: 5,7,8 — Trihidroxi —4'
— O — Metil Flavona, F3: 5,7 — Dihidroxi — 6,8 — di-O — Metil Flavona, F4: 5,7 — Dihidroxi — 6,8 — Dialquil
Flavona, F5: 6,8 — Dialquil — 4' — hidroxi — 7 — 0 — Metil Isoflavona, las cuales se reportan por primera vez
en este investigacion.

El emplec de los flavonoides en la terapéutica es vasto y a la vez empirico se le han atribuido efectos
antitumorales, antivirales, citoprotectores, antirradicales libres, algunos medicamentos contienen
flavonoides y estan indicados principalmente para la circulacién, reparacion de tejidos mucosos tales
como gingivales, vasos arteriales y venosaos (20) Harborne J. B. 1986, actualmente se esta dando mayor
importancia a las isoflavonas debido a que suelen ser compuestos intermedios de mayor accion
antioxidante biolégicos, demostrado esta que estos compuestos activos que se encuentran como parte
integrante del extracto fluido de B. globosa nos permiten entender el efecto gastroprotector y antiulceroso
gue hemos determinado en los diferentes modelos experimentales de induccion ulcerativa que estamos

presentando.
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En el primer estudio de la actividad antiulcerosa del extracto etandlico de Buddleia globosa en la
induccion a ulceracién por efecto restriccion e hipotermia encontramos que en todos los animales del
grupo control se desarrollaron multiples lesiones gastricas, lo que no se presenté en el grupo de
animales que recibié Buddleia globosa generando una inhibicién de ulceracion del 85.71 % , resultado
altamente significativo (Cuadro N° 19). Esto puede explicarse por la presencia de grupos constituyentes,
especialmente flavonoides, tales como Rutina, Quercetina y las isoflavonas, las que actuarian como
citoprotectores a nivel de la mucosa gastrica. Estos principios probablemente generan una respuesta
inhibitoria de los componentes oxidantes liberados por los macréfagos o neutréfilos, tales como
Superoxido y otros radicales libres los que causarian la inflamacion y lesién del tejido; esta inhibicion
de la inflamacidn y ulceracién seria por bloqueo del influjo de calcio y de la 5- Lipooxigenasa en la via del
metabolismo del Acido Araquidénico tal como lo demuestra Murakami S.1992 (31).

Es también destacable el efecto de la Ranitidina como farmaco patron con un 92.85% de inhibicidn de
Ulceras, efecto ampliamente documentado en la literatura Garrick T.1987(32); Ryberg B. 1990(33). El
estrés causado por el frio y la inmovilizacion en los animales generan una disminucion del moco protector
de la mucosa e induce a una erosién hemorragica en ésta que es atenuada por la Ranitidina, por

bloqueo de los receptores H2 con inhibicién de la secrecion acida, e impidiendo mayor dafio de la
mucosa. Los bloqueadores de los receptores de Hq y H2 actian por antagonismo competitivo con la

histamina aunque sus estructuras quimicas son marcadamente diferentes.

En preparados de células pariétales aisladas se ha comprobado que existen tres receptores diferentes:
para la gastrina, la histamina y la acetilcolina como lo demuestra, Bertaccini. G; 1988(33), lo que
corrobora Prinz, C 1993- 1994:(34,35). Entre estos receptores existen interaccicnes fuertemente
asociadas y sinérgicas. /n vivo el principal efecto de la estimulacién colinérgica es la secrecion de acidoy
posiblemente la estimulacion de la gastrina; el que se ejerce a través de |a liberacién de histamina de los
mastocitos de la mucosa, lo que demostré Wallace J. 1990(36). En este modelo se observo que existe
gastroproteccion de la mucosa gastrica por efecto del extracto de B. globosa lo que favoreceria la

similitud de blogueo de la via colinérgica asi como de la histaminérgica.

En el modelo de induccién ulcerativa causado por estrés quirtrgico de ligadura del piloro e inmovilizacion
se encontré que el volumen de secrecidn gastrica disminuye significativamente 62.19% (Cuadro N° 20),
en el grupo de animales que reciben extracto fluido de Buddleia globosa, con respecto a los animales
del grupo control, (comparativamente frente al patrén Ranitidina, que logra una disminucion del 54.66%),
esto nos confirmaria el efecto gastroprotector que presenta el extracto de Buddleia globosa, y sugeriria

que su mecanismo de accion involucraria un bloqueo de los receptores H2 ¢ una inactivacion de la

respuesta vagal. En el efecto sobre el pH se encontro diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al
grupo control, disminuyendo la concentracién de los protones desde 10° M a 3.7 X 10° M en el
tratamiento con Buddleia globosa lo que favorece la menor lesién sobre la mucosa y la disminucién de
la respuesta ulcerativa. Conocemos que la célula parietal gastrica en reposo tiene una red de canales

colapsados; cuando se estimulan estos por efecto de estrés se expanden como redes de canales,
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originandose la secrecion acida dentro de los canaliculos secretorios de las células pariétales. El
responsable de esta secrecion activa a través de la membrana de los canaliculos secretorios de la
célula parietal es la adenosina 5 trifosfatasa dependiente de ATP. La bomba de acido H+K+ATPasa es
similar a la Na+K+ATPasa. Esta compuesta de dos subunidades: la subunidad alfa compuesta de 1000
aminoacidos y la subunidad beta compuesta de 300 aminoacidos. La funcion de esta enzima es de
transportar el H+ del citoplasma de la célula parietal al lumen canalicular y al mismo tiempo, intercambiar
K+ de retorno al lumen canalicular. De este modo, la H+K+ATPasa es una bomba de contra transporte
que intercambia H+ citosolico por K+ extra citoplasmatico. Este transporte se logra por cambios de la
enzima: fosforilacion de la proteina por ATP en presencia H+ citoplasmatico y desfosforilacion porel K+
en el otro lado de la membrana. La acidez del espacio permite la acumulacion de las bases débiles. Si
estas son acido labiles y son convertidas a una sustancia que pueda reaccionar con la superficie externa
de la bomba, resulta un inhibidor especifico de la bomba. Los resultados de la disminucién del volumen
de secrecion gastrica por el extracto de B. globosa, se explicarian por la composicién de sus metabolitos
secundarios entre ellos se encuentran sustancias heterociclicas tipo flavonas e isoflavonas que se
comportarian como inhibidores de la bomba H+k+ATPasa, lo que también ha sido demostrado por
Murakami S. 1992 (31) y Beil W. 1995 (37) al trabajar en células parietales y la accion de flavonoides y
Quercetina, las cuales inhiben la produccién de histamina y la actividad de la H+K+ATPasa

dependiente, generando de esta manera un efecto de gastroproteccion.

Con respecto a la presencia de proteinas en el contenido gastrico que reflejan |la presencia de enzimas
como pepsina, no existio diferencia significativa entre los grupos (Cuadro ° 20).

Al utilizar el Subsalicilato de Bismuto como citoprotector de la mucosa gastrica y evaluar el contenido de
cloruros, observamos que este grupo presenta una disminucién significativa respecto al control, mientras
que el tratamiento de Buddleia globosa no muestra variacion alguna con respecto al control y
Ranitidina. El efecto del Bismuto es de unirse a las proteinas en medio acido formando una capa
protectora en el lecho ulceroso, evitando asi la fuerza erosiva del medio.

De estos hallazgos se distingue que el extracto de Buddleia globosa, presenta: taninos, flavonoides e
isoflavonas cuyas estructuras quimicas forman complejos con las proteinas en forma semejante al
efecto del bismuto, lo que ejerceria un efecto de gastroproteccion en la mucosa en este segundo
modelo de experimentacion. .

El tercer modelo de induccién ulcerativa por efecto de la infecciéon causada por el inoculo de
Helicobacter pylori 10° UFC x mL por animal y con un tratamiento de 15 dias post infeccion; en los
diferentes grupos infectados se encontré una respuesta diferente y bastante apreciable en el tejido
gastrico; principalmente en la region antral los cuales se evaluaron por cortes histolégicos con tincién de
Fuccina —Eosina para evaluar normalidad del tejido y la tincién de plata Warthins Starry Donayre M.
C.1993 (30); para identificar la presencia de Helicobacter pylori .

Elegimos este modelo debido a que realizamos previamente estudios in Vitro los cuales demaostraron

que el extracto fluido de B. globosa tiene actividad bactericida ante Helicobacter pylori, Staphylococcus
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aureos (ATCC 2 9213 ) y Escherichia coli (ATCC 25922 ), lo que nos permitié su empleo in vivo. Se pudo
observar que a la concentracion de 0.5 mg/dL presenta la actividad bactericida y a 0.25 mg/dL la
actividad bacteriostatica frente a cultivo de H. Pylori cepas silvestres aisladas de biopsias de tejido
gastrico humano. En este modelo se generd la infeccidn por inoculacion intragéstrica de H. Pylori
viables, y se demostrd la infeccidn por el seguimiento de la implantacion de este microorganismo en la
membrana basal del epitelio gastrico en modelo piloto de 18 animales.

Asi tenemos que en el Grupo Agua destilada (n = 20) El 90 % de los animales presenta H. pylori, al
observar los diferentes cortes histolégicos se evidencia la gran cantidad de Helicobacter, las mucosas del
estomago se presenta congestivas e hiperhémicas (85%), Esto obedece a la presencia del Helicobacter
pylori microorganismo que esta alterando la estructura normal de la mucosa. Asi mismo los pliegues se
muestran hipertréficos en el 85% como reaccion de respuesta a la injuria.

Se corrobora asi mismo el estudio microscopico, mostrando los ciumulos de H. Pylorien la mucosa y se
encontraron las formas bacilares de la bacteria forma en la cual se encuentra en total actividad (Figura
5.4.5.2), asi como la respuesta inflamatoria intensa con aparicion de células polimorfo nucleares en la
submucosa.

La infeccién por H. Pylori conduce a la inflamaciéon de la mucosa gastroduodenal y el grado de
inflamacion varia desde la inflamacion leve a la cronica severa con destruccion epitelial focal. La carga
infecciosa de los microorganismos H. Pylori en la regidn antral se corrobora con la carga de leucocitos
polimorfo nucleares de la respuesta inflamatoria. El vinculo patogénico entre la infeccion por H. Pyloriy la
gastritis cronica, con o sin atrofia glandular es irrefutable. Tytgat GNJ.1994 (38).

En los cortes histologicos observados del grupo con el tratamiento de la combinacion de Claritromicina;
Ranitidina(39,40). y Subsalicilato de Bismuto una forma triple de ataque a la bacteria favoreciendo su
erradicacion, clinicamente demostrada razén por la que nos sirvio como modelo de comparacion en
nuestro esquema de tratamiento. Estas bacterias se disponen de preferencia en |la zona antral y con la
tincion de plata se identifico con mayor resolucidn las diferentes formas en las cuales suele vivir esta
bacteria, En el tratamiento durante 15 dias se evidencio una regresion a la normalidad de un 70% del
grupo, y la erradicacion de estas bacterias en igual porcentaje. En un 30% se observan las formas coco
bacilares que se forman por una actitud de conservacién de esta bacteria frente a un medio no
adecuado para su supervivencia, lo que también destaca Willen R. 2000 (40); quién observa por
microscopia electronica esta forma coco bacilar como una manera de preservar las estructuras internas
densamente acumuladas en el espacio periplasmico frente al medio inhdspito del ensayo. Este
tratamiento se basa en la capacidad bactericida que presenta la Claritromicina antibiético de amplio
espectro y de primera eleccién para H. Pylori, el poder citoprotector que se atribuye al Subsalicilato de
Bismuto al formar una pelicula protectora sobre la mucosa gastrica impidiendo la erosion celular por
efecto de la produccién de acido clorhidrico por las células parietales, lo que hace que sea un buen
agente terapéutico, y por Ultimo demostrado esta el efecto de la Ranitidina en el bloqueo de la Bomba
H+K+ATPasa en la produccion de H+, este forma de tratamiento con la s tres drogas descritas se ha
adoptado por la literatura médica consultada Mc Colm A A (1996), Lind et al. 1996(39).
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Al evaluar al grupo de animales que recibio B. globosa durante los 15 dias de tratamiento se evidencid
que el 80% de los animales conservan la normalidad de las mucosa v se correlacionan con la
normalidad de los pliegues y la disminucion de las célula inflamatorias: eosinofilos en la lamina propia.
Hay una reparacion del tejido por la erradicacion del H. Pylori. Mientras que el 40% de estos muestran
hiperemia y con pliegues hipertrofiados, hecho que justificamos por el tiempo de tratamiento y el nivel de
respuesta de los animales, la regresion de la infiltracion celular mononuclear desde la lamina propia, en
estos animales requiere de mayor tiempo. Al estudio microscépico de la region antropilérica de los cortes
se evidenciod que sdélo el 40% mostro la presencia de Helicobacter pylori en |la forma de cocobacilos
esta disminucién de la poblacién de bacterias demuestra que |a actividad del extracto permite una mejor
respuesta bactericida y reparativa de la mucosa antral injuriada, zona que ha demostrado que es el
habitat de mayor afinidad topografica, asi como lo demuestra Bayerdorffer (1992).

La explicacion a este efecto partiria desde dos puntos de vista:

1°.- El extracto tiene: Quercetina, Rutina, 6-Aquil — 4’ — hidroxi — 7.0 — Glicosil Isoflavona, F2: 5,7,8 —
Trihidroxi — 4’ — O — Metil Flavona, F3: 5,7 — Dihidroxi — 6,8 — dio — Metil Flavona, F4: 5,7 — Dihidroxi — 6,8
— Dialquil Flavona, F5: 6,8 — Dialquil — 4’ — hidroxi — 7 — 0 — Metil Isoflavona, los cuales se comportarian
como citoprotectores de la mucosa gastrica, aumentando el pH, alterando asi el metabolismo de la
bacteria que esta adaptada a un medio altamente acido, pese a ser acido sensible, por otro lado; esta
produce grandes cantidades de la enzima ureasa que hidroliza la urea del medio que lo rodea formando
un halo protector de amoniaco que destruye la barrera muco protectora presente en el epitelio gastrico, el
extracto ha demostrado tener efecto bactericida y bacteriostatico in Vitro frente a H. pylor, ello
probablemente por la presencia de los compuestos polifendlicos entre ellos taninos, que se han
demostrado en otros estudios ser inhibidores enzimaticos y es muy probable que actué en forma similar
frente a la ureasa arma principal de esta bacteria, al estar inhibida esta enzima ya no formaria amoniaco
a partirde la urea y la desestabilizaria o la vuelve mas Iabil. Lépez-Brea Manuel (1995).

El efecto de los flavonoides, flavonas, e isoflavonas, principalmente en el conjunto destaca la Quercetina,
gue de acuerdo a Beil W.1995(37), Mesias S. 1992(42), en células pariétales estimulan la produccion de
prostaglandinas E2, estos compuestos inhiben el crecimiento de H. pylori, lo que refuerza nuestros
hallazgos.

Los resultados de eficacia son alentadores puesto que hemos empleado el extracto sélo ya que si
posiblemente si se utilizara como coadyuvante en una terapia combinada en el tratamiento convencional

de Claritromicina, Ranitidina y Subsalicilato de Bismuto generaria una mayor respuesta.

Se evallo de manera inicial el efecto potencialmente relajante del Buddleia globosa en preparaciones
de intestino, frente a contracciones inducidas por Histamina y Acetilcolina. Ambos farmacos son
utilizados como estimulante de la musculatura lisa e involucran el empleo de receptores diferentes para
producir el fendmeno contractil. Prinz,C. 1995(35); Wallace J.1990(36). En el primer caso, la Acetilcolina

actua frente a receptores muscarinicos y en el segundo caso la Histamina lo hace a traves de receptores
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histaminérgicos tipo 1. Como puede observarse por los resultados mostrados en los cuadros 29 y 30
Buddleia globosa presentd un marcado efecto relajante en ambos protocolos experimentales. El
procedimiento empleado permitié evidenciar un mayor efecto sobre las contracciones inducidas por
Acetilcolina que sobre aquellas obtenidas con Histamina. Datos preliminares desarrollados por nuestro
equipo de investigacion sustentan igualmente un efecto relativamente menor sobre las contracciones
inducidas por Cloruro de Potasio 100 mM. Acetilcolina es el neurotransmisor principal del sistema
parasimpatico, presentando efectos en diversos drganos y sistemas. En particular induce una marcado
incremento en el tono, amplitud en las contracciones y actividad peristaltica del intestino, como se pudo
verificar en los experimentos. Por su parte, la Histamina es inicialmente un autacoide preformado,
encontrado principalmente en células cebadas y basdfilos; sus acciones involucran fundamentalmente la
participacion en reacciones alérgicas, particularmente aquellas de hipersensibilidad. Presenta asimismo
también un marcado efecto contractil, en particular en musculo bronquial y como puede comprobarse en
el presente estudio, en preparaciones de musculo intestinal Katzung 1999(43).

Las acciones de estos farmacos son mediadas por activacion de la Proteina Gg/11, encargada de la
estimulacion de la actividad de Fosfolipasa C; el resultado inmediato es la hidrélisis de polifosfatos del
fosfatidilinositol, formandose polifosfatos de inositol. Elinositol trifosfato (IP3), es uno de los polifosfatos
involucrados, que actua preferentemente movilizando calcio intracelular Goodman y Goodman 1997 (8).
Nuestros resultados muestran un marcado efecto relajante frente a ambos farmacos. Hasta donde he
revisado , este es el primer reporte del efecto relajante del Buddleia globosa sobre la musculatura lisa
intestinal (Cuadro N © 23). Sin embargo, la eficacia con la que este antagonismo fue observado, es
también notoriamente diferente. El efecto sobre contracciones inducidas por ACh en comparacién a la
Histamina es relativamente mayor asi como al de Cloruro de Potasio (datos preliminares, no publicados).
El objetivo con el que se procurd mostrar el efecto relajante de Buddleia globosa frente a dos agonista
fue el de poder realizar una aproximacion al posible mecanismo de accién involucrado.

En la medida que estos farmacos comparten el mismo mecanismo de accion a nivel intracelular,
esperariamos que si el efecto se realizase a través de una interferencia en los sistemas de transduccion,
el efecto relajante se presentase con intensidad aproximadamente similar frente a ambos farmacos. Por
el contrario nuestros datos demuestran una consistente mayor eficacia del Buddleia globosa frente a

ACh, no apoyando la hipotesis de una accién en la via comun intracelular.

Una segunda posibilidad a discutir es la posible accién sobre sistemas receptores diferentes en esta
preparacion, habiendo explorado en nuestros experimentos los receptores muscarinicos (que responden
a ACh) y aquellos histaminérgicos 1 (que responden a Histamina) Bertaccini G. 1988 (33), Mesia, V. S
1992(42). Los receptores son estructuras macromoleculares altamente especializadas que confieren un
elevado grado de selectividad y modulacion fina a los procesos bioldgicos. La posibilidad de gque el
extracto de Buddleia globosa presente sustancias con potencial efecto farmacolégico es apoyado por
los estudios previos reportados (Mellado:1923 ) (Farga: 1980) . Desde este punto de vista estos
resultados sugieren un efecto preferente sobre el receptor muscarinico, lo que se ha demostrado por el
efecto del antagonismo encontrado en el modelo de Curva Dosis respuesta de Acetilcolina EC 5= 107
M. Y para el EC50 en presencia de extracto etandlico de B. globosa 107°M.  Sin embargo, es
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conocido que aquellas sustancias con efecto bloqueador de receptores (antagonistas), cuando se
administran en dosis elevadas, pierden la capacidad de selectividad de receptores, pudiendo explicar el
efecto también observado tanto frente a Acetilcolina como a Histamina.

Finalmente es importante mencionar el caracter reversible del proceso, el cual se verificé en las
preparaciones intestinales luego de ser expuestas a Buddleia globosa (Matico) y lavadas. Esto sustenta
adicionalmente el potencial farmacolégico relajante de la preparacion asi como el potencial terapeutico
antiespasmaédico de esta planta. -
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VII. CONCLUSIONES:

“El extracto fluido de Buddleia globosa ( Matico), presenta actividad antiulcerosa de la mucosa

gastrica, en los diferentes modelos experimentales realizados en nuestra investigacion, lo que

podria explicarse por :

1.

El efecto inhibitorio de ulceracion 85.71% (p<0.05) frente al control en el modelo de Restriccion e
Hipotermia 4° C; la disminucién significativa de la secrecion acida gastrica en el modelo de
Ligadura de Piloro: Grupo Control 10.05% 1.54 mL y con B. globosa. 3.97 +1.19 (p < 0.05).
El extracto etandlico de B. globosa presenta en su composicion: Quercetina, Rutina, Taninos,
alcaloides, glicésidos y entre los compuestos aislados :

a. F1: 6-Aquil — 4’ — hidroxi — 7.0 — Glicosil Isoflavona

b. F2:5,7,8 — Trihidroxi — 4' — O — Metil Flavona

c. F3:5,7 — Dihidroxi — 6,8 — di - O — Metil Flavona

d. F4: 5,7 - Dihidroxi — 6,8 — Dialquil Flavona

e. F5:6,8 — Dialguil — 4" — hidroxi — 7 — 0 — Metil Isoflavona

Las cuales se reportan por primera vez en este investigacion.
Ha demostrado tener efecto bactericida in Vitro frente a Helicobacter pylori (cepas nativas), asi
como frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 Y Escherichia coli ATCC 25922. En el
tratamiento de animales de experimentacién inoculados con cepas viables de Helicobacter pylori,
el extracto fluido ha mostrado un 60% de recuperacion de la normalidad del tejido.
El mecanismo de accion posible es por la interferencia en la via de los receptores de Acetil
Colina que genera un efecto relajante de la musculatura lisa intestinal demostrado al bloquear el
efecto estimulador de la Acetilcolina in Vitro. También presenta efecto bloqueador en los
receptores histaminérgicos, pero en menor potencia que los colinérgicos en musculatura lisa de
duodeno e ileon de rata en esta investigacion.’

El extracto fluido de Buddleia globosa presenta un potencial terapéutico en la accion antiulcerativa y

antiespasmadica, acciones demostradas en el presente trabajo de investigacion.
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