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RESUMEN

Suddleia globosa Hoppe (Matico); es un arbusto que crece desde Santiago a Valdivia en Chile , se le

atribuye tradicio nalmente efectos antiúlcerosos . La investigación farmacológ ica de esta planta se inició

con el estudio histológico de las hojas y tallo, determi nación de la composición quimica del extracto

etanólico, purificac ión, determinación de la actividad antibacteriana, los bioensayos de Toxicidad en

Artemia salina y se determinó la DL50 en ratones albinos Cepa CF-1. Se realizó la Verificación de la

actividad antiulcerosa gástrica en diferentes modelos experimentales de inducción ulcerativa entre ellos:

estrés por restricció n e hipotermia (4° C), estrés quirúrgico de ligadura de piloro e inmovilización, y por

inocu lación de Helicobacter pylori. y el estudio del efecto sobre la musculatura lisa en órganos

aislados.

En el estudio histológico, las hojas presenta excrece ncias en dete rminadas células ccn la apariencia de

bolsa oleifera, como depósi to de compuestos volátiles y aromáticos , es una planta de estructura

secundaria. De los estudios fitoquímicos del Extracto Etanólico de hojas y tallo (EFM)se encontró

flavonoides, como Quercetina y Rutina, taninos, alcaloides, y compuestos fenó licos de los cuales se

aisló 5 fraccio nes, por cromatografía en capa fina y por espectrofotometr ia UV; identificadas como F1:

6-Aquil - 4' - hidroxi - 7- 0 - Glicosil lsoflavona, F2: 5,7,8 - Trihidroxi - 4' - Q - Metil Flavona, F3: 5,7 -

Dihidroxi - 6,8 - di-Q - Metil Flavona, F4: 5,7 - Dihidroxi - 6,8 - Dialquil Flavona, F5: 6,8 - Dialquil- 4'-

hidroxí - 7 - O- Metil Isoflavona,. La mejor y mayor actividad biológica mostrada se obtuvo con el

EFM. La CLso de Artemia salina fue 300 ppm y DLsoen ratones no mostró efecto hasta 2000 mg/Kg .

En los estudios de actividad antiulcerosa del EFM frente a estrés e hipotermia demostró una protección

del 85%, resultado estadísticamente significatívo (p < 0.05) similar al patrón Ranitidina, en el modelo

quirúrgico de ligadura del píloro e inmovilización para inducció n ulcerativa el EFM protegió un 58%,

frente a Ranitidina 54% y al Bismuto con 42% , y en el modelo inducidas por H. Pylori se verifica su

activ idad de protecc ión y recuperación de la mucosa gástrica con un 60% de inhibición de ulceración

mientras que Claritromicina + Ranitidina + Bismuto drogas de elección ejercen un 70% de esta

inhibición . Finalmente se comprobó un marcado efecto relajan te del S, globosa, en las contracciones

intestinales de ileon y duodeno, especia lmente aquellas inducidas por Aceti lcolina.

La Suddleia 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, así como del efecto relajante en la musculatura lisa, posiblemente

por antagonismo de Acetilcolina: confirmando un elevado potencial terapéutico .

Palabras claves: Suddleia globosa, antiulceroso, matico.



AB5TRACT

Buddleia Globosa Hoppe (Matico); it is a bush that grows l rom Santiago to Valdivia in Chile, is attributed

goods antiúlcerosos traditionally. The pharma cological investigation 01 this plant begins with the

histolog ical study 01 the leaves, the determination 01 the chemical composition 01 the active complex 01

the extract etanólico , purificat ion 01the active components, the determ ination 01the antibacterial activity,

the bioassays 01Toxicity in Artemia saline and the DLSO was determined in mice albino Stump CF-1. The

Verification 01 the activity gastric antiulcerosa in different experimenta l models 01 induction ulcerativa

among them : stress 01cold (4°C), surgical stress 01pylorus bond and immobilization, and lor inoculation

01 Helicobacter pylori , and fina lly the study 01 the effect on the ftat musculature in models 01 isolated

organs .

In the histological study, the teaves show excrescence in certa in cells with the appearance 01oleilerous

bag, as deposit 01compou nd volatile and aroma tic, it is a plant that presents secondary structure . 01 the

studie s fitoquímicos 01the EFM (Ieaves and shafts) we lou nd ftavonoides: Quercetin and Routine, as well

as tannins (S.Oto S,7%), alkaloids, and compound phenolic 01which was isolated 3 Iractions, identified

as F1: 6-Aquil-4 '-hidroxi-7 .0-Glicosil lsoftavona, F2: S,7,8-Trihidroxi-4 '-O-Metil Flavona, F3: S,7-Dihidroxi-

6,8-0-di-Metil Flavona, F4: S,7-Dihidroxi-6,8-Dialquil Ftavona, FS: 6,8-Dialqui l-4 '-hidroxi-7-0-Metil

Isoftavona, lar chromatog raphy in fine layer and lar espectrolotometría UV. The best and bigger shown

biological activity was obtained with the EFM.. In the CLSO 01saline Artemia was 300 ppm and the DLSO

in mice they didn 't show effect up to 2000 mg/Kg. In the studies 01activity antiulcerosa olthe EFM in lront

01stress and cotd lound a protect ion 01 8S%, been statistically significant (p <O.OS), similar to the patron

Ranitid ina, in the surgical pattern 01bond 01the pylorus and immo bilization they threw SS%, and in those

induced ones lor H. pylori. Finally a marked effect relaxant 01 the EFM, was verified B. globosa, in the

intestinal contractions 01 íleon Iike 01duodenum, especially those induced ones lor Acetylcholine.

0 1what we can conclude: The Buddleia Globosa (Matico) it presents a marked effect antiulceroso in our

experimental mode ls: the alkaloids, the tann ins, ftavonas and present isoftavonas in the extract could be

the responsible ones lor this activity, as well as 01 the effect relaxant in the ftat musculature, possibly lor

antagonism 01 Acety lcholine: confirming a high therapeu tic potential.

Passwords: Buddleia globosa , antiulceroso, matico.



I. INTRODUCCiÓN

El uso tradicional de plantas con acción medicinal atribuida por sus consumid ores, genera la

expectativa de investiga r para dar un respaldo cientifico a lo que se trasmite oralmente . En nuestro

medio la úlcera gást rica es una enfermedad poblacional que esta cada dia en aumento, y está asociada

a múltiples factores entre ellos, anatómicos, fisiopatológicos, farmacológicos y bacterianos por H. pylori.

La terapéutica de esta enfermedad incluye a los bloqueadores de receptores H2, antiácidos,

antibacteriano s, bloqueadores de la bomba de H+K+ ATPasa, anticolinérgicos y últimamente a los

compuestos naturales como f1avonoides.

En nuestro pai s 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: Budd/eia globosa Hoppe , Mellado

1985 ; asi como efectos antihemorrágicos, antiinflamato rios y antitusigeno. Farga C. 1990 , Knop 1996

, Yen mérito a esta información, es que para verificar este efecto antiulceroso se realizó tres modelos de

inducción ulcerativa en animales de experimentación, estab lecer que tipo de ex1racción es la más

adecuada, ais lar los principales metabolitos secundarios de esta preparación, asi como tratar de elucidar

el probable mecanismo de acción involucrado.

En esta investigación se utilizó tres modelos de inducción ulcerativa: Modelo de Estrés por

Inmovilización e Hipote rmia a 4° C, Modelo de Estrés Quirúrgico por ligadura pilórica e inmovilización y

fina lmente el Modelo por inoculación de Helicobacter pylor i, microorganismo presente en la formación de

úlceras gástricas en el 95% de todos los casos; López Brea 1995 (4). Se realizó estudios de actividad

antimicrobiana del ex1racto fluido etanólico de B. globosa frente a Cepas ATCC de S. aureus, E. coli, H.

pylori silvestres. Lo que nos permitió obtener la dosificación de tratamiento frente a la infección producida

por inoculación del H. pylori.

La presente investigación pretende valorar la acción terapéut ica de una planta con los criterios

analiticos cientificos caracterizando: El análisis quimico por marcha fitoquimica, análisis cromatográficos

y Espectrofométrico U V con reacciones de sustitución y desplazamiento; Bioquímico, Microbiológico,

Estudio Anatomopatológico y la utilización de vias directa a receptores farmacológicos del tipo

colinérgicos e histaminérgicos, todo ello con el propósito de poder explicar el efecto farmacológico

antíulceroso del extracto fluido de Budd/eia globosa (Matico).

En esta investigación se fijó como objetivo general :

" Evaluar farmacológ icamente la Buddleia globosa hoppe ("Matico") en el tratamiento de úlceras

gástricas inducidas en an imales de experimentaci ón".
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Para alcanza r este objet ivo fue necesario desarrollar lo siguientes:

1. Estudio Fitoquímico: Caracterizar los principales metabolitos secundarios del extracto fiuido de

Buddleia globosa.

2. Estudio botánico: Identificar las caracteristicas histológicas por tinci ón de las hojas y tallo.

3. Estudio Antimicrobiano : Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto fluido de

Buddle ia globosa:

a. Determi nar la concentración inhibit oria mlnima (MIC), frente al Helicobac ter pylo r i,

Staphylococcus aureus, y Escherichia co li.

4. Estudio Farmacológ ico que comprende :

4.1. Toxic idad Ag uda Dl 50 en ratones albinos Cepa CF-1 (CYTED. 1995)

4.2. Determinar la Clsoa través de bioensayo en Artemia salina (CYTED. 1995).

4.3. Acti vi dad Antiulcerosa . Determinar la actividad antiulcerosa gástrica del extracto fluido de

B .globosa en ratas:

• Ulceras inducidas por estrés de fria (4°C).
• Ulceras inducidas por estrés de inmovilización y ligadura de piloro.

• Ulceras inducidas por inocu lación de Helicobacter pylori.

4.4 . Actividad sobre la musculatura lisa intestinal.

• Determinar del efecto del extracto fluido de B. globosa en contracciones de
órganos aislados (duodeno e ileon) de rata inducidas por Acetilcolina e
Histamina.

Todas estas determinaciones quimicas y evaluaciones farmacológicas se realizaron en los l aboratorios

del Instituto de Quimica Orgánica y el Instituto de Recursos Naturales y Terapéuticos de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica U.N.M.S.M.

Las eva luaciones farmaco lógicas en los Laboratorios de Farmacologia del Departamento de Ciencias
Dinámicas, Facultad de Medicina U.N.M.S.M.
La investigación Bioquimica y Microbiológica en los 'ambientes del Hospital Central de Seguridad Social
"Guillermo Almenara Irigoyen" EsSalud.
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11. GENERALIDADES

La úlcera péptica o gastroduodenal es una enfermedad, que se presenta en un alto porcentaje en los

adultos ; cons tituyendo un gran problema social y con gran repercusión económico y un motivo de

preocupación en investigadores y especialistas.

Inicialmente, existía una inquietante ignorancia, en la etio logía de la enfermedad y la elección del

tratamiento, había sido en gran parte empirica. Hoy, se puede entender mejor, los mecanism os por los

cuales se produce la enfermedad, ya que se han desarro llado investigaciones, para entender las vías de

su formación y evol ución , mejorando las posibilidades de un adecuado tratamiento.

La etiología de la mayoría de las enfermedades radica en la interacción entre los facto res ambienta les y

genéticos . Sólo los individuos sensibles , desarrollan la enfe rmedad , siend o difícil, obtener todas las

pruebas disponibles, para explicar las causas de las mismas. En el caso de la úlcera gástrica, la atención

se ha centrado en algunos trastornos fisiológicos, como la secreción de l ácido, anomalía pilórica,

aumento en la secreción de gast rina, trastornos de la motilidad del piloro, disminución del moco protector

de la mucosa gástrica : así como en el uso de antiinfiamatorios no esteroideos (A INES) y la asociación

de la presencia de Helicobacter pylori, como el agente etiológico en el desarrollo de la misma , Lcp éz -

Brea M. 1995 , (,4,5,6,7)

Se ha propuesto que por una anomalía pilórica, hay un retraso en el vaciamiento gástrico , con la

posterior distensión de l antro, lo que produce un aumento de la secreción de gastrina, con el consiguiente

incremento de ácido . Por otro lado habria un reflujo del contenido duodenal al estómago . El duodeno,

tiene principalmente ácidos biliares, los cuales producen gastrit is más acentuada en el segmento distal

del estómago. La mucosa lesionada propende a la úlcera, que puede ser adyacente a esta zona. La bilis

despoja de moco al epitelio, por lo que pierde su agente protecto r, al mismo tiempo se rompe la barrera

mucosa, con provocación de una gast ritis aguda(B,9,10,11)

La secreció n gástrica, está regulada por un mecanismo nervioso humoral , a través del sistem a

parasimpático (nervio vago) y un mecanis mo humoral a través del sistema hip ófiso adrenal por ello, se

dice que la secrec ión ácida tiene poca importancia al princip io de la formación de la úlcera péptica .

Los primeros estudios experimentales utilizaron métodos de acción local (sustancias quím icas ,

traumatismos, exposici ón a los rayos X, infección , obstáculos pilóricos y alteraciones del sistema

circulatorio.) y métodos de acción sistémica (quemaduras, inmunización, trastornos de la nutrición y

endocrinos); y el finalmente procedimientos quirúrgicos , que alteran la fisiología normal (gastroentero-

anastomosis , desviació n de las secreciones duode nales y úlceras yeyunales postoperatorias.)
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Otra manera que se produzcan úlceras en ratas es mediante el método de restricción de movimientos e

hipotermia; las lesiones producidas dependen del tiempo en que permanezcan en este estado . La

privación de movimientos (eliminación de la respuesta de huida), generan hemorragias y erosiones en la

mucosa gástrica . Asi se tiene el método de inducc ión de úlceras por efecto de frio a 4° C e

inmovilización durante 3 horas de Senay E.C. 95 (12,13,14).

También se produce n úlceras por estrés quirúrgico de ligadura de piloro e inmovilización; este modelo

además permite eva luar el contenido de las secreciones gástricas y las lesiones de la mucosa gástrica.

CYT ED - 93(15) .

La asociación entre H. Pylori y úlcera esta ampliamente demostrada (4,5,6,7), Yesta investiga ción se

inocu laron cultivos de Helicobacter pylori a los animales de experimentación con el propósito de

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

En la terapi a de la úlce ra péptica se han utilizado una serie de medicamentos, Goodman y Gilmann 1996(

8), entre ellos :

1. Anticolinérgico : Pirenzepina.

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

3. Inhib idores de la bomba de protones (Omeprazol, Lanzoprezol).

4. Citoprotectores ( Dicitrato de Bismuto ).

5. Neutralizantes como Hidróxido de Magnes io.

Todos los fármacos mencionados son principios activos 'de sintesis , en los cuales se ha definid o

claramente su mecanismo de acción.

La tradición del uso de plantas medicinales en Perú, Chile, Bolivia, Argent ina, Colombia y Brasil data de

tiempos pre -incaicos. En la población rural y selvática de nuestro país se conservan ampliamente los

usos tradic iona les de las plantas de acción medicinal, destacando entre ellas las de acción antiulcerosa.

A pesar de su uso extens o 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

antiu lceroso. Esta denominación corresponde a dos especies diferentes : Buddleia globosa y Piper

angustifolium.

En otros paises latinoamericanos plantas medici nales pertenecientes a otras especies tamb ién reciben

esta denominación, las cuales pueden inducir a confusión en el momento de comparar resultad os

farmac ológicos . El uso de la Piper angustifolium ("Matico"), planta medicinal de actividad antiu lcerosa;

Placencia 1997(16), con estudio de acción cicatrizante y antiulcerosa Arroyo 1998(17), es bastante

difundido sobretodo a nivel de la Sierra región central de nuestra patría. En el Perú; matico pertenece a

la fami lia Piperacea que consta de 10 a 12 género s 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).
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En Chile se util iza la Buddlela globosa hoppe (Matico), en extracto fluido con propiedades cicatrizantes

y antihemorrágico por su acción sobre las mucosas gastrointestinales. As i también se le atribuye eficacia

en la enterocolitis. Se emplea en fonna de infusión, para lavar heridas; ingerido para aliv iar la inflamación

del tracto respiratorio y como antituslqeno y contra la diarrea y disentería ( Farga 1990(2), KNOP 1997(3).

Figura 1. Fotografla en la que se muestra la Buddleia globosa ;

Familia : Loganiaceae;

Género: Buddleia ;

Especie: Buddleia globosa Hoppe.
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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

inervación central, rugosas en la superficie superior, ápice agudo, base obtusa .

Las inflorescencias se presentan por pares, dispuestas en racimos capituliformes, los pedúnculos de 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,.

Ｑ Ｎ ｾ .... ｾ ｟ ..

ｾ Ｚ .... .: .-..•.
::: ｾＮ ｾ ｬ Ｎ Ｇ Ｚ Ｎ Ｍ Ｎ

"1 -. ...Ｂ ［ Ｎ ｾ Ｇ Ｚ Ｎ

. . .. '

Figura 1.2. Se presenta el esquema gráfico de la Represen tación de la Buddleia globosa

tomado de Mellado Gutiérrez 1923.
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111. PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y MÉTODOS:

En esta investigación se utilizó lo siguiente :

3.1 Material Farmacológico:

• Acetilcho line lodide (2260-50-6) SIGMA CHEMICAL Co. SI. Louis.

• Histamine ( 2-( 4- Imidazolyl)ethylaminejEEC.200-100-6. SIGMA CHEMICAL Co. SI. Louis.

• Cloruro de Calcio dihidratado. Merck Darmstadt

• Cloruro de Magnesio Heptahidratado. Merck Darmstadt

• Cloruro de Potas io. Merck Darmstadt

• Acetato de Sodio anhidro . Merck Darmstad t

• Dicitrato de Bismuto.(Laboratorios COFANA. Lima. Perú)

• Ranitidina. (Laboratorios ABEEFE Lima. Perú j .

• Claritromicina (Laboratorios GLAXO. Importada Para Perú)

• Extracto fluido de Buddleia globosa ( "Matico"). Santiago de Chile.

• Pentobarbital Sódico .

3.1.1. Equipos e Instrumental:

• Equipo de disecc ión completo (pinzas , bisturi y hojas de bisturi)

• Agujas con hilo de sutura 2,00

• Equipos Instrumentales de Medición:

• Espectrofotómetro Ll.V, y Visible Helewt Packard. Modelo N° 8452 A Jet Paper

• Quimografo Eléctrico modelo 441(HARVARD APPARATUS Co. Inc. Dover MASS.)

• Equipo de Órganos Aislados.

• Equipo de Cromatografia de capa fina.

• Lámpara de Luz Ultravioleta 266 nm. Y 282 nm.

• Equipo para cromatografia en capa fina.

• Equipo para cromatografia en columna rápida.

3.1.2. Diseño estadístico:

Para el tratamiento estadistico de la evaluación de los resultados se utilizó una computadora con

Procesador Pentiunm con los paquetes estadísticos de :Análisis de varianza . Diseño de Regresión

con Variables Múltiples . Métodos computarizados Statgraphics.
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3.2. Material biológico:

150 ratas Sprag ue Dawley ; machos adultas jóvenes de un peso promedio de 350 gramos

provenientes del Bioterio del Instituto de Nutrición del Ministerio de Salud .

50 ratones aibinos 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 Staphyloeoccus eureus, Escheriehia eoli, Helieobaeter pylori, cepas

conservadas a - 70°C en Nitrógeno Liquido y donadas por el Laboratorio de Microbiología de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia .

Material a investigar: Extracto fluido de las hojas frescas de Buddleia globosa hoppe, recolectadas

de la Fundación 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 evapo ración el contenido alcohólico

para utilizarla en las diferentes pruebas .

IV. METODOLOGíA

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

Se real izaron dos extractos: Etanólico y acuoso al 20%. Se realizaron las separaciones en los

dife rentes solventes de polaridad crecientes( Benceno- agua) en una columna rápida 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.

Determinación de los compuestos quimicos por espectrofotometria ultravioleta. Una vez que se

obtuvieron las separaciones cromatográfica en capa fina y dete rminados su Rf. Se realizaron la

dete rminación en espectrofotometria con metanol como solvente. Se realizaron las pruebas de

desplazamiento de los grupos polares ylas reactiv idades de estos con reactivos especificos.

Bruneto n J. 1995(26), Mabry J.1970 (27)

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

4.2. Recolección de Muestra:

Se recolectaron las piantas frescas enteras de los campos de Quilpue en Santiago de Chile, allilud

aproximada 1300 msnm, seleccionando las hojas para ser secadas al medio ambiente, y

poste riormente molidas para su maceración hidro alcohólica al 70 % hasta obtener el extracto

fluido, la recolección se realizó en las primeras horas de la mañana.

Para la realización de los estudios histológicos del tallo asi de las hojas de B. globosa se realizaron

los cortes de los respect ivas partes de la planta fresca y se hicieron las fijac iones y las tinciones de

lugol para la preservac ión de los mismos.
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4.3. Dete rminación de la Actividad antibacteriana : Baker C.N. 1983

Para mostrar este efecto se utilizaron técnicas microbiológicas para la determinación de la

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto fluido de B. globosa en cepas ATCC. Entre las

cepas tenemos Escherichla coli ATCC 25922 , Staphylococcus aureus ATCC 25923 . Se

utilizaron cepas silvestres de Helicobacter pylori obtenidas de biopsias recientes de pacientes

con diagnostico c1 inico de ulceras gást ricas. Se realizaron pruebas de morfologia y los cultivos

para determinar ureasa positiva. Las cepas se conservaron a-70° C en nitrógeno liquido y fueron

viabilizadas por cultivos sucesivos dos semanas previas a la realización de la prueba.

Las cepas de E. Coli ATCC 25922 en Agar Me. Conkey. S. aureus ATCC 25923 en Agar Manitol

Salado y las cepas H. pylori en Agar Muelle r - Hinton con suplemento de sangre desfibrinada de

carnero al 5%.

4.3.1.Técnica del Concentrac ión Minima Inhibitoria (MIC), para el extracto fluido de Buddleia

globosa. Baker c s, 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 inoculación.

b) Con todo el material de vidrio esterilizado:

Placas Petri, pipetas de 1 mi, 10 mi, tubos de 13 x 100 Y 16 x 150 con tapa, asas de Kolle

esté riles; y el ambiente en condiciones controladas de temperatura y asepsia se procede a la

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

2.1 El dia del Ensayo. Se realiza la preparación de las placas con Agar Mueller - Hinton, el

medio ya preparado, esterilizado y disuelto a una temperatura entre los 55-60° C se suplementó

con la suspensión de sangre de carnero desfibrinada al 5% y se vierte a las placas en volumen

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

c) Preparación del Inoculo:

Usando una asa de Kolle calibrada, transferir colonias de los cultivos de las cepas ATCC, y la de

H. pylori. A tubos estériles con una solución de caldo de cultivo TSB, homogeneizar utilizando un

vortex y se compara con un patrón de la Escala de Mc. Farland 0.5 de turbidez estándar,

equivale nte a 1.5 x 10 8 CFU/mL se le llamara Suspensión Stock.
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d) Preparación de las diluciones.

De la suspensión Stock. Se realizan diluciones 107
, 106

, 105 tratando de que el tiempo en que

se realizan las diluciones y el tiempo de la siembra no sean mayor de 1 hora. Estas diluciones

deben mantenerse en una temperatura de 4° e .

e) De la diluciones :

De acuerdo a las recomendaciones reportadas Sahm (21), se trabajaron desde 5,120 ug/mL de

la solución antimicrobiana. Extracto Fluido de Buddleia globosa hasta una concentración final de

0,0390ug/mL.

Los datos se detallan en el cuadro 1.
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Cuadro 1 : Dilución para la determinación de la conce ntración inhibitoria min ima del extracto fluido de

Bu ddleia globosa :

Punto Conc. Vol. Agua Con c. Intermed. Con . Fin al Concentración

Inicia l ¡1gl destilada ¡1g/ml ¡1g/mL 1:10 Final en placa ¡1g

mL

1 5120 O 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 7 160 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 7 2.5 0.25 2.5

13 2.5 1 1.25 0.125 1.25

14 2.5 3 0.625 0.0625 0.625

15 2.5 7 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 7 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 dispers ión homogénea del medio ,

hasta solidificació n.

Ya listas se procede a la siembra de los microorganismos ATCC en las placas solidificadas

usando diluciones de siembra 106
, y 105 UFC/mL mediante asa calibrada de 10.3.

En cada placa se deposita una asa por vez realizando una ligera rotación con la finalidad de
deposi tar todo el inoculo en ese punto . El tiempo total de siembra no debe ser mayor de dos
horas, iniciando desde la menor concentración y se coloca una placa control de Agar MH y
dilución Stock de las cepas ATCC al empezar la siembra y al final de esta.
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g) Incubación :

Se incubó 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 Farmacológico.

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 crustáceo, el que es altame nte sensible. a una gran variedad de sustancias quim icas . Se

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

cuadro:

Cuadro 2 : Bioensayo con Artemia salina

Grupo Número de larvas Dilución final en ppm

1
1
10 1000

2 10 300

3 10 100

4 10 30

5 10 10

6 10 3

7 10 1

Las larvas en número de 10 se mantuvieron en un medio salino evaluándose la viabilidad a las

24 y 48 horas después del tratamiento con extracto fluido de B- globosa en las concentraciones

indicadas en el cuadro.
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4.4. 2 Toxici dad Aguda. Determinación de la Dos is Letal 50. (14).

La toxicidad aguda cuantifica los efectos que ocurren dentro de un lapso de 24. 48 Y72 horas cen

posteriorida d a dosis múltipl es.

Se empleó ratones albinos jóvenes de una cepa CF-1 de 40 días de vida provenientes del Bioterio

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

El tamaño de la muestra fue de 50 ratones. para las dosi s siguientes:

Cuadro '3 : Dosis letal 50 : Toxicidad aguda en ratones

Grupo N° de animales Dosis mglKg.

1 10 2000

2 10 1000

3 10 500

4 10 100
._-_. . - _ .. ｾ ＭＭＭ Ｍ Ｍ -- - ._-- - -- -.

5 10 10

La administración de las dosis fue en ayunas de 24 horas mediante cánula rigida de acero

inoxidable vía intragástrica . y con agua ad libitum. mantenidos en una temperatura constante de

25° C.

El tiempo de observación fue de 24. 48. Y72. horas después de la administración del extracto

fluido de B. globosa.

4.5 Modelos experimentales:

4.5.1 Evaluación de la acti vidad Anti ulcerosa del Extract o Fluido de Buddleia globosa.

Modelo de in ducción ulcerati va: Estrés de Restri cción e Hipotermia 4° C.(12,13)

Protocolo experimenta l :

Se utili zó 60 ratas adultos machos jóvenes de raza Sprague-Dawley de 250 a 300 g

provenientes del Bioterio del Instituto de Nutrición del Minister io de Salud Los

animales se mantuvieron sólo con agua ad Iibitum por 48 horas antes de la

experiencia,.

Las soluciones administradas fueron:

a)Ran itidina ( 100 mg/Kg.) en solución acuosa, b) Extracto fluido de Buddleia globosa:

(200 mg/Kg) ó e) Agua destilada como control positivo (10 mLlKg .).
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La admini stración de los fármacos fue mediante cánula rig ida de acero inoxidable

via intragástrica y media hora después los animales fueron introdu cidos en tubos

rigidos de plástico y colocados en cámaras refrigerantes a 4° C durante un periodo

de 03 horas .

Transcurrido este tiempo los animales fueron sacrificados con la administraci ón de

Pentobarbital ( 50 mg/Kg. IP). Se les efectuó laparotomia y se extrajeron los

estómagos, los que se abrieron por la curvatura mayor.

Se extienden los estómagos en una superficie de fijación mediante alfileres, se

observa y se cuantifica las zonas ulcerat ivas según la Escala de Marhuenda

(CYT ED 1995 ).

También se realizó el estudio con un grupo sin restr icción de alimentación de 48

horas , para verifica r si este proceso produciria ya una alteración en los animales de

prueba.

4,5.2 Evaluación de la actividad Antiulcero sa del Extracto Fluido de Buddleia g lo bosa.

Modelo de inducción ulcerativ a: Estrés Quirúrgico( Ligadu ra de piloro) e

inmovilización(14).

Protocolo experimental :

Se utilizó 40 ratas adultos jóvenes machos de raza Sprague-Dawley de 300 - 400 g

provenientes del Bioterio del Instituto de Nutrición 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 inhalación de éter dietilico y se les realizó

una laparotomía para ligar el píloro , luego de su recuperación se les administró por

cánula rígida de acero inoxidable vía intragá strica lo siguíente:

a) Ranitidina (100 mg I Kg.) en vehículo acuoso,

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

c) Subsa licilato de Bismuto (5.7mg/Kg)

d) Agu a destilada( 10 mL I Kg).

Trans currido 4 horas en las cua les las ratas permanecieron inmovilizadas, fueron

sacrificadas, con la administración de Penlobarbital (50 mg IKg.) IP.

Se efectuó laparotomía y se les ligó el cardias , se extrajeron los estómagos, se

midíó el total del contenido gástrico, determinándose también: pH, Cloro, Glucosa,

Sodio (Na' ), Potasio (K') y Proteínas totales: albúmina, globulina.

En los estómagos se observó y cuanti ficó las zonas ulcerativas utilizando la escala

de Marhu enda (CYTED 1995 ) para su evaluación.
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4.5.3 Por Inoculación de Helicobacter pylori.

Protocolo experimenta l:

Se utilizó 78 ratas adultos jóvene s machos de la cepa Sprague Daw/ey de 300-400 g de peso ,

provenientes de l Sioterio del Instituto de Nutrición del Ministerio de Salud.

A los animales se les inocu lo con sonda rigida de acero inoxidable una alicuota equivalente a

100,000 UFC/ml (= 10 5) de un cultivo de Helicobacter pylori del medio Mue ller -Hinton con

suplemento de sangre desfib rinada de carne ro al 5%.

De los 78 ratas inoculadas se eval uó aleato riamente a 18 de ellas , 6 de cada subgrupo con el fin

de confi rmar la infección en el estó mago y está se realizó por estud ios histopatológicos de las

mucosas, verificándose la presencia de H. pylori, en los difere ntes niveles de estratificación de

este tejido. Está injuria, causada por el microorganismo, se estudió a partir del 3° dia, hasta

lograr el estadio de penetración del H. pylori en la membrana basal lo que sucedió al 7° dia .

Los 60 restantes infectados fuero n dividieron en tres grupos a los cuales se les administró el

siguiente esquema de tratamiento :

Cua dro 4 : Esquema de Tratamiento

Grupo N° de animales Dosis mgl Kg .

Agua Destilada. 20 5 MI

Ranit.+ Claritromicina + Sismo 20 25+7.14+5 .70

Ext. Flu. Buddleia globosa 20 50

El tiempo de administració n fue de 15 días consecutivos, al término de los cuales se procedió a

sacrifica rlos con Pentobarbital Sódico: 50 mgl Kg vía IP, realizándose luego. la laparotomía para la

extracción de l estómago y su evaluación macro y microscópica.

Una vez obtenido el estómago se fijó mediante forma lina neutra al 20% y se realizó los cortes de las

zonas de piloro, antro y fundus. Se fijó en parafina y se realizó los cortes en el micrótomo dep ositánd ose

estos en láminas porta-objetos, para la ap licar la técnica de tinción de Wa rthins Starry; Dona yre M.C.-

1993(27). Al término de la fijac ión se eva luó la prese ncia de H. pylori, se buscó principalmente el las

células mucinosas de las glándulas y se observó el microorganismo de color negro en forma de coma o

vuelo de gaviotas y en fondo de color ama rillo .
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4.6. Efecto Del Extracto De Buddleia Globosa Sobre La Contracción Inducida Por Acetilcolina

E Histamina En La Musculatura Lisa De íleon De Rata.

4.6.1. Material Biológico

6 ratas Sprague Dawley adultas, de 300-400 g, con restricción de alimentos sólidos 24 h antes del

experimento, obtenidas del Bioterio del Instituto de Nutrición del Ministerio de Salud,

4.6.2. Fármacos y reactivos :

Acetilcolina 10-2 M, a 10-9 M.( Sigma Co. SI. Louis.)

Cloruro de Potasio 1.0 M

Histamina 10,2 M.

Solución Nutritiva Tyrode.

4.6.3. Equipos e Inst rumentos

Equipo de Órganos aislados con una cámara de 20 ce

Quimógrafo Eléctrico modelo 441{ HARVARD APPARATUS Co. Inc. Dover MASS).

Material de Disecc ión

Equipo de Vidrieria

4.6.4. Procedimiento:

Se disecó segmentos intestinales de 2 cm de longitud de ileon de ratas previamente sacrificadas por
trauma cefálico . Los tejidos aislados fueron limpiados y suspendidos verticalmente en la cámara del
sistema de órganos aislados con la solución nutritiva Tyrode. El sistema fue mantenido a una

temp eratura de 370 C y aireada continuamente, pH =7,4. Se permitió la estabilización de la
preparación por 30 minutos y se procedió a administrar los fármacos y el extracto de Buddleia

globosa realizándose los registros de la actividad contráctil con un sistema isotónico.

En el caso de los experimentos con Acetilcolina (n = 4), se agregó 2 concentraciones consecutivas

de ACh 10" M, con un intervalo de 5 minutos, previo lavado entre ambas dosis. Al alcanzarse la

máxima intensidad en la segunda contracción se administró inmediatamente 0,2 mL de la Solución

de Extracto de Buddleia globosa. Se registro y comparo ambas contracciones, en presencia y

ausencia de Buddleia globosa.

Se realizó el estudio de la curva dosis - respuesta (n = 4) para evaluar el comportamiento de

agonista o antagonista frente a la sustancia patrón de Acetilcolina adicionando concent raciones

desde 10,9 a 10'5 M.

En el caso de los experimentos con Histamina (n =4) se agregó 1 concentración de Histamina 10" M

la cual indujo una contracción bifásica con un componente inicial fásico y un segundo tónico. Al

alcanzar un patrón estable la fase tónica de contracción se agregó 0,2 mL de la Solución de Extracto

de Buddleia globosa, Se registró y comparó el nivel de contracción tónica en presencia y ausencia

de Buddleia globosa.
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v. RESULTADOS

5.0 .- ESTUDIO BOTÁNICO DE Buddleia globosa.

5.1. Estudio Histológico de la Buddleia globosa.

En los estudios histológicos de la planta fresca de B. globosa , se realizó los cortes tanto de la hoja como

del tallo y la descripción detallada por microscopia de luz:

1.- Descripción de los tejidos

Tallo : Sección transversal

Epidermis: con presencia de

tricomas del tipo ramificado
ramificado .

• Colénquima :

aproximadamente del tipo

lagunar, formando una capa

delgada debajo de la epidermis.

Figura 5.1.1.Microfotografia de la Sección

transversal del tallo.

Corteza :

Parénquima cortical

Fibras esclerenqu imáticas

Floema secunda rio

Cambium vascular

• Xilema secundario

• Médula: con parénquima medular

Tallo: Sección longitudinal: Vasos xilemáticos de tipo: espiralado , anillado, y reticulado.

... .
•

•••

Figura 5.1.2 : Microfotografias de la Sección longitudinal del tallo en la Tinción de Lugol y de Azul de

Melileno fijadas para microscop ia.
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Hoja: Sección transversal

• Epidermis adaxial Mesófilo

• Parénquima en empalizada

(3 capas) .

• Parénquima lagunar.

• Epidermis abaxial : con tricomas

de tipo ramificados y de tipo alado

Figura 5.1.3. Microfotografia de la sección transversal de la hoja

Hoja: Sección superficial

• Superficie adaxial

• Estomas en baja densidad

• Células de contorno poligonal

• Excrecencia en determinadas

células con apariencia de
bolsa oleifera

0.'
- Ｎｾ. --

Superficie abaxial

• Estomas de alta densidad y

trícornas de tipo ramificado y de tipo alado.

Figura 5.1.4. Microfotografia de la Sección

superficial de la hoja

Figura 5.1.5. Microfotografla de la
Sección abaxial de la hoja
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5.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO FOTOQUiMICO DEL EXTRACTO ETANÓLlCO DE BUDDLEJA

GLOBOSA.

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

Cuadro N° 5.

SOLVENTES HOJA TALLO

AGUA + +

METANOL ++ ++

ETANOL +++ +++

ACETONA +++ +++

ACETATO ETILO +++ +++

CLOROFORMO +++ +++

N-HEXANO ++ ++

ETER ETILlCO + +

BENCENO + +

5.2.2. MARC HA FITOQUiMICA: Lock de Ugaz O. 1994(25).

Cuadro 6: Identificación de los principales grupos del Extracto Etanólico de B. globosa:

Reactivos IGRUPO FUNCIONAL Hoja Tallo

FeCI3 (com. Fenólicos +++ +++

Oragendorff (Alcaloides) ++ ++

Shinoda (Flavonoides) +++ +++

Sol. Gelatina (Taninos) +++ +++

Mayer (Alcaloides) ++ ++

Molish (Azúcares o + +

glucósidos)

Leyenda: + = Poca presencia

++= Moderada.

+++= Abundante
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El estud io con los diferentes reveladores para la identificació n de los grupos reactivos mostró la

presencia de: Flavonoides, compuestos fenó licos, azucares de glucósidos y alcaloides utilizánd ose

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

Cuadro 7 : Identificación de los principales grupos del Extracto Etanólico de B. globosa en la marcha

fotoquimica.:

Reveladores Compuestos En El Tallo Compuestos en las Hojas

Luz UV 366n m Fenoles Flavonoides Alcaloide Fenoles Flavonoides Alcaloides

+++ +++ + +++ ++ -

H,SO. Conc. +++ +++ +++ ++ -
Vap ores de Amon iaco +++ +++ +++ ++ -
Dragendorff I ++ +

Sol. Alco hólica de Fe CI, 1% +++ +++ ++ + +++

Leyend a: + = Poca presencia

++= Moderada.

+++= Abundante

Cuad ro N° 8 : "Fraccionamiento del extracto etanólico de B. Globosa por cromatografia en columna

Rápida".

Solventes N-Hexano. Cloroformo. Metanólico Aqua

Reactivos de Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo Hoja Tallo

Identificación

Fe ci, 1% + + ++ ++ 1+++ ...++ ++ +++

Shinoda + + ++ ++ +++ +++ ++ +++

Dragendorff ++ ++ ++ +++ + + 1+ +

Hidroxilamina 1+ + + + + + + +

Leyend a. + - Poca presencia

++ = Moderada.

+++= Abundante

Para realizar el estudio de las separaciones cromatográficas en capa fina se utilizaron diferentes

sistemas de solventes de acuerdo a su polaridad. Se empleó Cloroformo y Metanol en diferentes

propo rciones, eligiendo aquellos de mayor resolución en el revelado del cromatograma Bruneto n J .

1995(26); Dominguez X 1985 (24).
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Después del análisis cromatográfico y las continuas purificacio nes del sub-ext racto metanólico en

cromatografia en columna con un total de 102 fracc iones y luego de ser somet idas a purificac ión en

cromatografía en capa fina, se aislaron 6 fracciones.

Cuadro N° 9 : Identificac ión de los compuestos aislados mediante los diferentes sistemas de

cromatografia

Comp. F1 Comp. F2 Comp. F3 Comp. F4 Comp. F5 Comp. F6

Crom o Cloroformo - Cloroformo - Cloroformo - Cloroformo - Cloroformo - Acetato Etilo -

En capa Metano! Metanol Metanol Metanol Metanol Ac. Fórmico-

25: 1 50 : 1 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 PÚRPURA PÚRPURA CELESTE PÚRPURA

Luz Vis. AMARILLO AMARILLO PURPURA PURPURA AMARILLO AMARILLO

Separadas e identificadas las fracciones se realizó la ident ificación de las misma por el método de

espectrofoto metría u.v .,y se llevó a cabo las reacciones de desp lazamiento para la identificación de los

grupos involucrados en la estructura de los compuestos, se evidenció los dife rentes espectros iniciales

sin reactivos y las modi ficaciones de estos en las long itudes de onda máximas de absorción en los

diferentes experimentos utilizando los reactivos clásicos de desplazamiento: Tricloruro de Aluminio, Ác ido

sulfúrico , Metóxido de Sodio y Ácido Bórico. Mabry 1970(27)

A continuac ión se presenta los siguientes resultados:

Fracción Número 1: Picos de Máxima absorbancia en el Espectro UV - Fracción 1

Cuadro 10: Identificación al Espectrofotómetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Número Longitud de onda nm Absorción

1 292 2.068207

2 312 2.153732

Se desa rrollaron las reacciones de desp lazamiento, para verificación de radicales: con Metóxido de

Sodio, Tricloruro de Aluminio, Ácido Sulfúrico. Mabry J. Markham K 1970 (27)
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Figura 1: Se muestra la Fracción 1, purificada y evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 1.1 : Fracción 1, purificada con reacción de desplazamiento empleando Metóxido de Sodio y

evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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Figura 1.2. Fracción 1, purificada con reacción de desplazamiento empleando Tricloruro de Aluminio y

evaluada a espectrofotometria ultravioleta. Mabry T. J. 1970(27).

3.1616

2.6212

w 2.8909
u
z

"al
Ir

5l 1.2608
al

"
0.63030

B.g. Fl MeOR-AICl3

0.0000 J.........ｾｾ｟Ｍ ......- .....ｾ ｲ Ｍ Ｍ ｾ Ｍ ｾ Ｍ ｟ ｾ ｾ ......ＭｾＭ __- ......--.
200 300

WAVELENGTH
400 500

De la interpretación de estos resultados se deduce la siguiente fórmula:

GUO

6 - Alquil-4' hidroxi - 7- O- Glicosil lsoflavona

De la fracción Número 2: se muestra los picos de Máxima absorbancia en el Espectro UV .

Cuadro 11' Identificación al Espectrofotómetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas
Pico Número Longitud de Onda nm Absorción

1 280 1.009506

2 322 0.663010

Se realizaron los estudios de desplazamiento, con los reactivos Metóxido de Sodio, Tricloruro de

Aluminio, Ácido Sulfúrico
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Figura 2 : Fracción 2, purificada y evaluada a espectrofotometrla ultravioleta.
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En la interpretación de las reacciones de desplazamiento y de acuerdo a la literatura consultada se ha
desarrollado la siguiente estructura :

OH
HO

OCH,

OH O

5,7,8 - Trihidroxi - 4' - O - Metil Flavona

De la Fracción Número 3: se muestra los Picos de Máxima absorbancia en el Espectro UV

Cuadro 12: Identificación al Espectrofotómetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Número Longitud de Onda Absorción

1 278 0.870926

2 312 0.5785568

Se realizaron los estudios de desplazamiento y verificación de los radicales en el núcleo.

Con los reactivos de Metóxido de Sodio, Tricloruro de Fierro, Ácido Sulfúrico.
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Figura 3: Fracción 3 purificada y evaluada a espectrofotometrla ultravioleta.
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Figura 3.1 : Fracción 3, purificada con reacción de desplazamiento empleando Metóxido de Sodio y

evaluada a espectrofotometria ultravioleta.
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De la interpretación de estas reacciones se ha estructurado la siguiente fórmula:

oCH,
HO

H,C O
OH O

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

De la Fracción Número 4: se muestra los picos de Máxima absorbancia en el Espectro UV

Cuadro 13: Identificación al Espectrofotómetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Número Longitud de Onda nm Absorción

1 280 0.967300

2 308 0.573959

Se realizaron los estudios de desplazamiento y verificación de los radicales en el núcleo, con los

reactivos de Metóxido de Sodio, Tricloruro de Aluminio, Ácido Sulfúrico.

Figura 4.Fracción 4 purificada y con reacción de desplazamiento empleando Metóxido de Sodio y

evaluada a espectrofotometrla ultravioleta.
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De acuerdo a la interpretación de los resultados encontrados se muestra la siguiente fórmula que

corresponde a la fracción 4.

R

HO

R
OH O

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

De la fracción Número 5: se muestra los picos de Máxima absorbancia en el Espectro UV .

Cuadro 14: Ident ificación al Espectrofotómetro ULTRAVIOLETA, de las Fracciones purificadas.

Pico Número Longitud de Onda nm Absorción

1 274 0.9378

2 290 0.312

La Fracción 5 purificada y con reacción de desplazamiento empleando Metóxido de Sodio y evaluada a

espectrofotometria ultravio leta. De la interpretación de estos resultados se deduce la siguiente fórm ula:

R
CH,O

R

6,8 - dialquil - 4' - hidroxi - 7 - O- Metil Isoflavona
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5.3 Resultados De La Evaluación Antimicrobiana Del Extracto Fluido De Suddleia globosa:

Concentrac ión Minima Inhibitoria (MIC)

El estudio de la actividad antimicrobiana del extracto etanó lico fluido de S. globosa frente a las diferentes

cepas de microorganismos patógenos y comparados con otros antimicrobianos estándares de actividad

conocida mostró efectividad contra Helicobacter pylori cepa nativa. Escherich ia coli ATCC 25922.

Staphylococcus aureus ATCC 29213 .

Cuadro 15 : Evaluación del MIC del extracto de fluido de Suddleia globosa

CEPAS Extracto Etanólico Amoxicilina Amoxicilina I Ac. Tri metropiml

Diluc ión de S. Globosa ( mg/dl.) Clavulánico Sulfametoxazole

( mg/dl.) ( mg/dl.) ( mg/dl.)

Helicobaeter pylori
0.5 0.06 0.06 1

106 UFC/MI

Helicobacter pylori
0.25 0.06 0.06 1

105 UFC/mL

Escherich ia coli. ATCC
0.5 1 1 0.5

25922

106 UFC/mL

Escherichia co li. ATCC
0.25 1 0.5 0.5

25922

\05 UFC/mL

Staphylococeus aureus
0.5 8 0.25 1

ATCC 29213

106 UFCI mL

Staphylococcus aureus
0.25 4 0.125 0.5

ATCC 29213

105 UFC/mL
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Figura 5.3 Placas de cultivo de las cepas utilizadas para realizar laefectividad antimicrobiana del Extracto

Etanólico de B. globosa.Cepas ATCC 29213 de Staphyloeoeeus aureus. Cepas ATCC 25922 de

Eseheriehia eoli. Cepas de Helieobaeter pylori nativas.

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

ANTIBIOTICO Cepa S . aureus Cepa E. Coli

ATCC 29213 ATCC 25922

Amoxicilina (mcg/mL) 4-32 1-4

Amoxicilina/Ac.Clavulánico -- -- 0.5-2

Trimetropiml Sulfametoxazole < 0.5 - 2 < 0.5 - 2

En el estudio de la efectividad antibacteriana frente a H. pylori se usó cepas nativas a las cuales se

realizó la caracterización bioquimica de la prueba de ureasa para confirmar su actividad lo que se

muestra ella foto N° 9. Asl mismo se utilizó diferentes diluciones del Extracto Etanólico para comprobar

la actividad bactericida y bacteriostática frente a este microorganismo y se presenta en el siguiente

cuadro .
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CEPA NATIVA BACTERICIDA BACTERIOSTATICA

( mg/dl.) ( mg/dl.)

Helicobacter pylori
0.5 0.250

106 UFCI mL

Helicobacter pylori
0.25 0.125

10 sUFC/mL

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

5.4.1. Bioensayo de Tox ic idad en Artemia salina Concentración Leta l so.

En el Bioensayo con Artemia salina se han empleado diluciones de l extracto etanólico de B.

globosa desde: 1, 3, 10, 30, 100, 300 hasta 1000 ppm.

Resultados :

La Concentración Letal 50 obtenida en esta metodologia se determinó en :

CL ,o 300 ppm.

5.4.2. Dosis Letal 50

Resultados:

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

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

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

toxicidad aguda y carece de efectos tóxicos en estos animales de experimentación en esta s

condiciones experimentales.

5.5. Resultados de los modelos exper imenta les de inducción ulcerativa.

5.5.1.Efecto del Extracto Etanólico de Buddleia globosa ( 200 mg/Kg., Via intragástrica) en

ú lcera inducidas por Estrés de Inmovil ización y Frio en ratas. Senay E.C. Levin R.J .

En el modelo experi mental de inducción ulcerativa de Senay E.C. Levin R.J. ( 10,11) desarrollado

en este trabajo nos mostró la efectiv idad del est rés por fria e inmovilización en la producción de
ulce ras en el grupo control, asi como el efecto antiulceroso que presentan el Extracto Etanólico de

B. globosa y la Ranitidina en la disminución significa tiva ( p < 0.05 ) al tratamiento de estos datos .

Cuadro N° 18 Resul tados del efecto antiulceroso de l Extracto Etanólico de B. globosa y Ranitidina en
las ratas sometidas a estrés de frio e inmovilización frente al control (agua desti lada).

En el cuadro se puede apreciar la disminución estadl sticarnente Significati va del Promedio de ulceras
en el grupo que recibe Ranit idina (100 mg/Kg) y el Extracto Etanólico de B. globosa .

Control Extracto Etanólico de Ranit id ina (100 mgl Kg.)

B. globosa (200 mgl Kg .)

Núme ro de Ulceras (X) 6.63 :: 4.041 1.45 ± 1.58' 0.7 ±1 .12'

Area tota l (rnrrr') 1.78 :: 1.23 0.44 ± 0.49 0.25 ± 0.40

Escala de Marhuenda 1.5 0.4 0.2

Número de ratas1 19 10 10

..

1 El peso promedio de los animales fue de 300 ± 50 g.
, Cifra significativa (p< 0.05)
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El cuad ro N° 19 : Efecto en Porcentaje de Inhibición de ulceración

% de inhib ic ión IUc·IUp / IUc x 100

B. globosa ( 200 mgl Kg)

Ranitidina (100 mg/ Kg)

85.71

92.85

Resultado de los grupos de Ranitidina y B. globosa existe una diferencia estadísticamen te cons iderable
con respecto al control de 92.85% y 85.71 % de inhibición ulcerosa.

5.5.1. Efecto del Extracto Etanólico de Budd/eia globosa ( 200 mg/Kg., Via intragástrica) en

úlcera inducidas por Estrés Quirúrg ico de Ligadura de piloro e inmovilización. CYTED (15)

En los resultados que se muestran se puede apreciar una disminución significativa 62.19 % (p <

0,05) del volumen del contenido gástrico con respecto al control. asi como un incremento significativo en

el pH de 2,43 ± 0.71 (p < 0,05) expresado en la disminución de la concentración de protones a 3,7 X 10.3

M. Igualmente en esta tabla se aprecian los resultados obtenidos en el grupo que se le administró

Ranitidina, donde se observó, una disminución significativa ( p < 0.05) del contenido gástrico de 45.33%

míentras que el pH 2.31 ± 0.46 mostró un aumento significativo ( p < 0.05) respecto al control.

Con respecto al grupo que se le administró Subsalicilato de Bismuto se observó una disminución del

volume n de secreción gástrica del 40% con respecto al Control y no existe diferencia significativa en la

variación de pH.
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Cuadro N° 20 : Resultados del Efecto del Extracto Etanólico de B. globosa. Ranitidina y Subsalic ilato

de Bismuto en animales sometidos a inducción ulcerativa por Estrés Quirúrgico de Ligadura de piloro

e inmovilización.

Anál isis del Grupo Control Extracto Etanólico Ranitidina Subsalicilato de
de B. globosa Bismuto

Contenido Gástrico ( 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 13.97 ± 1.19 5.74 ± 1.43 6.20 ± 0.87

PH 2.00 ± 0.28 2.43 ± 0.71 2.31 ± 0.46 1.84 ± 0.25

Glucosa ( mM/L) 0.30 ± 0.23 0.31 ± 0.22 0.32 ± 0.18 0.05 ± 0.03

Proteinas (gi L) 6.71 == 2.95 8.44 ± 3.16 5.94 ± 2.03 4.75 ± 2.66

Albumina (gi L) 1.04 ± 0.54 0.44 ± 0.34 0.32 ± 0.19 0.16 ±0.16

Globulina (giL) 5.92 ± 2.87 7.73± 3.10 5.77 ±2.10 4.60 ± 0.16

Sodio (mEq/L) 140 ± 0.00 132.89 ±21.33 127.5 ± 20.50 131.8 ± 24.18

Potasio (mEq/L) 8.70 == 2.82 8.54 ± 2.17 7.37 == 3.02 7.31 ± 3.84

Cloro (mEq/L) 65.85 ± 18.16 83.28 ± 14.80 67.88 ± 12.21 146.5 ± 32.58

[ Molar de H -] 1 x 10 - 2 3.7x10·3 . 4.8 x 10 - 3 1 1.5 x 10 .
2

. ' El peso promed io de las ratas fue 250 ± 25 gramos.
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En la evaluación macros cópica del estómago de los ratas en estud io se evidenció la aparición de

ulcer as en las diferentes zonas de la mucosa: antro , fundus y píloro . A continuación se presenta los

resultados de los dife rentes tratamientos en el siguiente cuadro .

Cuadro N° 21: Resultado De La Determinación Y Evaluación Macroscópica De La Mucosa Gástrica

De Los Animales Sometidos A Estrés Quirúrgico De Ligadura De Piloro E Inmovilización.

Número Número de Región Región Región Area Indice de

Animales úlceras gástrica gastrica Antro gástrica Total Inhibición
Tra tamiento Cuerpo pilórica fundus %

(mm')

Grupo: Agua

destilada.
10 40 24 15 01 52.5 00%

Grupo:

Ranit idina
10 18 8 6 4 24 54,28

Gru po: E F M.

B. globosa

10 15 7 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 Inhibición de la acción ulcerat iva provocada por el

estrés quirúrgico 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 está referido al Control.
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5.5.2. Modelo experimental de inducci ón ulce rat iva en animales de experimentación con

adm in istración de inoculo de Helicobacter pylori 10' UFC x mL.

Grupos: 1 CONTROL: Agua destilada Via Intra gástrica: 5 mUKg por 15 dias.

, Extracto Etanólico de B. globosa 50 mgl Kg por 15 días.

3 Dosis de tratamiento Claritromicina: 7.14 mgl Kg.+ Subsalicilato de Bismuto 5.71+

Ranitidina : 25 mgl Kg.

Tiempo de Tratamiento: 15 dias.

Resultados: Observación Microscópica de la región antro pilórica de los animales en estudio

Cuadro 22 : Observaciones Macroscópicas De Estómagos De Animales De Experimenta ción

Sometidos A Infección Por Inoculación De Helicobacter Pylori

Tratamiento Agua destilada ' Extracto Etanólico Ranitidina +

Caracteristicas de la B. glob osa' Claritromicina +

mucosa gástrica Bismuto
,

Color rosado 1 14 8

Color páli do 1 6 12

Col or rojo 18 O O

Asp ecto hip erhém ico 3 8 16

Aspecto congestivo 17 O 4

Pliegues Normales 1 12 4

Pliegues hipertróficos 19 8 16

Presencia de H. Pylori 19 8 6

Ausencia de H. Pylori 1 12 14

Número de animales 20 20 20

Al estudio microscópico de la región antropil órica de los cortes se evidenció que en :

Grupo : 'Agua destilada; Mucosas del estómago 85% de estos congestivas . 15% hiperémicas.

el 95% con pliegues hipertróficos, en asi también el90 % de los animales presenta Helicobacter

pylori

'B. globosa; Mucosas del estómago 60% de los animales conservan la normalidad y

se correlacion an con la normalidad de los pliegues . Sólo el 40% muestran hiperemia y con

pliegues hipertrofi ados. En el 40% mostró la presencia de Helicobacter pylori

'Ranitidina+ Claritromicina+Bismuto ; Mucosas del estómago el 80% están

hiperémicas y con pliegues hipertróficos. El 20% de los animales se encuentran en estado

normal. El 30% mostró la presencia de Helicobacter pylori de forma cocobac ilares.
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5.5.2.1 Descripción Del Estudio Anatomopatológico De Los An imales Infectados Con

Helicobacter pylo ri Y Som etidos A Los Tratami entos Farm aco lógicos.

Grupo Control : Agua destilada. ( n =20)

Corte histológico de la región antral , tinción Fuccina - Eosina y de Tinción de Plata.(n = 18)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa Congestiva, con piiegues Hiperhémicos:

2. Descripción Microscópica: Gastritis antral severa con actividad elevada a nivel de tejido mucoso,

atrofia glandular inicia l. Daño mucinógeno parcial multifocal.

3. Presencia de Helicobacter pylo ri +++( 90% de los tejidos observados, cúmuios densos de

H.pylori).

4. Respuesta Inflamatoria: presente con leucocitos polimorfonucleares I +++.

Corte histo lógico de la región antral, tinción Fuccina - Eosina y de Tinción de Plata.(n = 2)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos.

2. Gastritis antrai moderada con actividad moderada a nivel del tejido mucoso , atrofia gland ular

escasa, daño mucinógeno leve moderado .

3. Presencia de Helicobacter pylori ++.

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

Grupo : B. globosa ( n = 20)

Corte histo lógico de la región antral, tinción Fuccina - Eosina y de Tinción de Plata.(n = 12)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa normal y se correlacionan con la normalidad de los pliegues.

Sólo el 40% muestran hiperemia y con pliegues hipertrofiados.

2. Descripción Microscópica: Gastritis antral leve a moderada con actividad escasa a nivel de tejido

mucoso, atrofia glandular escasa, daño mucinógeno ausente.

3. Presencia de Helicobacter pylori -

4. Respuesta Inflamatoria: Ausente

Corte histológico de la región antral, tinción Fuccina - Eosina y de Tinción de Plata.(n = 8)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos

2. Descripción Microscó pica: Tejido gástrico antral con pérd ida escasa de citoplasma, atrofia

glandular inicial. Daño mucinógeno parcial multifocal.

3. Presencia de Helicobacter pylori +. Se evidencia asociación de gérme nes cocobacilares

4. Resp uesta Inflamatoria: Leve. Leucocitos polimorfonucleares +.
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Grupo Patrón Clar itromicina+ Ranitidina- Subcitrato de Bismuto: ( n = 20)

Corte histológico de la región antral, tinción Fuccina - Eosina y de Tinción de Plata.(n = 14)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa Congestiva, con pliegues Hiperhémicos :

2. Descripción Microscópica: Gastritis antra l moderada con actividad mode rada a nivel del tejido

mucoso , atrofia glandular moderada, daño mucinógeno leve a mode rado. Daño mucinógeno

parcial multifocal.

3. Presencia de Helicobacter pylori - Negativo

4. Respuesta Inflamatoria: Leve leucocitos polimorfo nucleares +

Corte histológico de la regió n antral , tinción Fuccina - Eosina y de Tinci ón de Plata .(n =6)

1. Descripción Macroscópica: Mucosa Congestiva con pliegues ligeramente hipertroficos.

2. Descripción Microscópica : Tejido gástrico con pliegues intracelulares norma les, citoplasma

celu lar normal , tejido mucoso escaso

3. Presencia de Helicobacter pylori +. (Se evidencia asociación de gérmenes cocobacilares)

4 . Respuesta inflamatoria: presente con leucoc itos polimorfonucleares I +.
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5.5.2.2. Resultado De La Evaluación Microscópica De La Mucosa Gástrica: Región Antro Pilórica

De Los Animales Inducidos A Ulceración Con Inóculos De Helicobacter pylori.

1. Animales Grupo Control

Figura 5.5.2.2.1. Corte histo lógico región antral, Bacilos de H. pylori en el moco gástrico coloración

Eosina- Hematoxilina .

Figura : 5.5.2.2.2. Región del antro , los Helicobacterpylori , bacilo entre las células. Coloración Warth in

Sta rry especial para tinci ón 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. Coloración Warthin

Starry.
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2. Animales Grupo B. globosa.

Figura 5.5.2.2.4. Mucosa gástrica. Región antral. Ausencia de H. pylori en los diferentes animales

tralados con EFM. B. globosa.

3. Animales Grupo Patrón.

Figura: 5.5.2.2.5. Animales del grupo patrón.
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5. 6. Efecto Del Extracto Etanólico De B. globosa Sobre La Contracción Inducida Por Acetilcolina

Histamina Y Cloruro De Potas io En La Musculatura Lisa De íleon De Rata

Resultados

Se ver ificó un efecto relajante del Buddleia globosa sobre las contracciones inducidas por

Acetilcol ina 10'" M. Este efecto se mostró marcado en todas las preparaciones (Figura 29)

presentando un porcentaje de inhibición de 89% ::: 10,5% .

En el Cuadro 30 se observa los resultados obtenidos con Buddleia g lobosa en las contracciones

inducidas por Histamina, mostrando un inhibición del 46% ::: 24%.

Cuadro 23 : Efecto del Extracto Etanólico de Buddleia globosa sobre las contracciones inducidas por

ACh '

Primera Segunda Contracción en presencia

Contracció n Basal de Buddleia globosa

N
(cm) (cm) Porcentaje de

Máxima Minima Máxima Minima Inhibición'

Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad

(A) (B) (C) (O)

1 2.1 0,7 2,3 0,0 100%

2 6,8 5,0 7,8 0,8 86%

3 2,0 0,8 I 1,8 0,0 100%

4 5,2 1,5 3,5 I 0,3 79%

1 Extracto de Buddleia globosa 0,2 mL agregados en la cámara del sistema de órganos

aislados luego de haber alcanzado la máxima intensidad en la segunda contracción

, Las contracciones fueron inducidas por ACh 10'" M.

3 El porcenta je de inhibición (PI) es calculado con la siguiente fónmula:

PI =
[

1 , O XA J x 100

B x C
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Cuad ro 24 : Efecto de l Extracto Elanólico de Buddleia globosa 11 ) sobre las . Cont racciones

inducidas por Histamina (2
)

Contracció n ( cm ) en Contra cción ( cm) en

ausencia de Buddleia presencia de Buddleia (3) Porcentaje de
N

globosa globosa inhibición

(A) (8)

1 7,4 5,2 30%

2 2,0 1,2 40%

3 3,8 2,7 29%

4 1,5 0,3 80%

11 ) Extracto de Buddleia globosa 0,2 mL agregados en la cáma ra del

sistema de órganos aislados luego de haber alcanzado una

contracci ón tónica estable inducida por Histamin a 10" M.

(2) Las contracc iones fueron inducidas por Histamin a 10 -4 M.

(3)EI porcentaje de inhibición (PI) es calculado con la siguiente fórmula:

PI:
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Cuadro 25 :

Resu ltados " Efecto de la Acetilcolina y E F B. globosa + Acetilcolina sobre la EC so en ileon de rata"

Modelo Curva Dosis- Respuesta .

Concentración Altura promed io EN Porcen taje Altura promedio en Porcentaje

Moles 10· Ausen cia de E. F. B ( %) presencia de E F ( %)

globosa B. globosa

9 4.25 ± 1.78 6.48 2.0 ±1.0 3.20

8.5 8.75 ± 2.38 13.35 14.2 ±0.7 6.77

8.0 14.25 ± 2.48 21.75 8.5 ±1.2 13.70

7.5 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 45.5 ± 4.55 69.46 43.2 ±3.5 68.57

6.0 55.5 ± 2.59 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

4.5 62.25± 2.68 95.03 61±3.1 98.38

De la evaluación de los datos se obtiene ECso (Concentración Efectiva Media ) y corresponde para

Acetilcol ina > 10.7 M. Y para el ECso en presencia de EF. B. globosa 1O.7.
s M. Generando asi un

desplazamiento de la curva ligeramente a la derecha.
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VI. DISCUSiÓN

Partiendo del supuesto de que una forma farmacéutica está constituida por una o más sustancias activas

responsables de su acción terapéutica y por adyuvantes sustancias que viabilizan la administración y el

mantenimiento de la cua lidad de medicamento, debe mos de conside rar a los productos vegetales como

los abastecedores de insumos para la elaboración de medicamentos desde el punto de vista industrial asi

como para su utilización inmediata por la población dol iente que lo requiere.

El presente trabajo de investigación se constituye en un modelo de Evaluación Farmacológica para

plantas de acción antiulcerosa, es necesario destacar que el aporte cientifico que presentamos permitirá

a la población que util iza el extracto de hojas de esta planta Buddleia globosa como medicina folklórica

tenga la garantía de su acción farmacológica y se gene re en la industria la posibilidad de continua r en la

investigación hasta descifrar su composición quimica y elabora r una presentación farmacéuti ca que

garantice su efecto terapéutico.

La Buddleia globosa hoppe conocida ampliamente como "matico" se desarrolla desde Santiago a

Concepc ión en Chile. Es un arbusto silvestre y de fáci l cultivo. En los estudios realizados en la parte

fitoquimica del extracto fluido de Buddleia globosa (hojas y tallos) encontramos compuestos fenólicos

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, citop rotectores 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 composición taninos

constituyendo estos desde un 5.0 a 5,7 % .Mellado 1923(1), Harborne J . B 1984(21), la presenci a de

estos compuestos polifenólicos le confiere actividades biológicas de acción bactericida demostrada en

nuestro estudio se discutirá posteriormente y según ·la literatura consultada para otras especies de

fungicida, antitumoral (22,23) Farmacognosia 1999, e inhibidor de enzimas principalmente de

microorganismos agreso res tales como bacterias e. g. Streptococcus mutans y S. Sobrinus ( 20) Hallori

el. Al 1990).

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

citados.

En el estudio histo lógico realizado de la parte vulneraria que presentan la mayor act ividad biológica, las

hojas muest ra excrecencias en determinadas células con la apariencia de bolsa oleifera , la cuál servirian

de depósito de compuestos volátiles y aromáticos entre ellos los flavonoides e isoflavonas. La estructura

morfológica estudiada corresponde a una planta con estructura secundaria.
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En los estudios de solubi lidad de compuestos se enco ntró que la mayor parte de los compuestos

fen ólicos se extraen con solvente polares entre ellos : Metano l y Etanol. El solvente medianamente polar

Clo roformo también ejerce una buena extracción tanto de compuestos fenó licos como de alcaloides .

La actividad biológica mejor mostrada se obtuvo con el extracto fluido de Buddleia globosa (extracción

con alcohol eti lico), mot ivo por el cuál se realizó las pruebas con este extracto, evaporando el alcohol y

reconstituido con agua destilada.

De acuerdo al estudio de solubilidad realizado como mostramos en el cuad ro N° 5 la mayor parte de los

componentes quím icos presentes en el extracto etanólico de B. giobosa son de naturaleza polar y

mediana polaridad .

Como observ amos en el cuadro N° 6, el extracto etanó lico contiene gran cantidad de compuestos

fenólicos como un tani nos y flavonoides las cuales concuerdan con lo reportado por Farga 1993 (2) .

También se encontró alca loides en menor cantidad.

Se confirmó mediante cromatografia en capa fina la presencia de fenoles, alcaloides y flavonoides lo que

resume en el cuad ro N° 7 (se aislaron 5 componentes utilizando cromatografía en columna las cua les se

identificaron y purificaron mediante cromatog rafia en capa fina a escala prepa rativa).

El ext racto etanólico total fue fraccionado mediante cromatografía en columna rápida utilizando solventes

de polarid ad creciente cuyo resultado se encuentra en el cuadro N° 8. De lo que se deduce la presencia

de compuestos fenólicos tipo flavonoides y de alcaloides .

A partir del sub-ext racto metanólico se realizaron ensayos cromatográficos probando distintas mezclas en

el cuad ro N° 9. Estos sistemas nos sirvieron para la identificación de los compuestos aislados tal como

mostramos en el cuad ro N°10.

Se ais laron 6 fracciones de las cuales se elucidó la est ructura de las 5 primeras , mediante

espectrofotometrla Ultravioleta; por correlaciones qulmicas y mediante reacciones de desp lazam iento

(BRUNETON J.) como mostramos en las figuras y gráficos correspondientes; con lo que se propone la

estructura de 5 flavo noides: F1: 6-Aqui l - 4' - hidroxi - 7.0 - Glicosil lsoflavo na, F2: 5,7,8 - Trihidroxi -4'

- O - Melil Flavona, F3: 5,7 - Dihidroxi - 6,8 - di-O ., Met il Flavona, F4: 5,7 - Dihidroxi - 6,8 - Dialquil

Flavona, F5: 6,8 - Dialquil - 4' - hidroxi - 7 - O- Metillsoflavona , las cuales se reporta n por primera vez

en este investigac ión.

El empleo de los flavonoides en la terapéutica es vasto y a la vez emplrico se le han atribuido efectos

antitumorales, antiv irales, citoprotectores, antirradi cales libres, alqunos medicamentos contienen

flavo noides y está n indicad os principalmente para la circulación, reparacíón de tejidos mucosos tales

como ging ivales, vasos arteriales y venosos (20) Harborne J. B. 1986, actualmente se está dando mayor

importancia a las isoflavonas deb ido a que suelen ser compuestos intermedios de mayor acción

ant ioxidan te bio lógicos, demostrad o está que estos compuestos activos que se encuentran como parte

integrante del ext racto fluido de B. giobosa nos permiten entender el efecto gastroprotectory antiulceroso

que hemos determinado en los diferentes modelos expe rimentales de inducción ulcerativa que estamos

presentando .
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En el primer estudio de la actividad antiulcerosa de l extracto etanólico de Buddleia glob osa en la

inducción a ulceración por efecto restricción e hipotermia encontramos que en todos los anima les del

grupo control se desarrollaron múltiples lesiones q ástricas. lo que no se presentó en el grupo de

animales que recib ió Buddleia glob osa generando una inhibición de ulceración del 85.71 % • resultado

altamente significativo (Cuadro N° 1s). Esto puede explicarse por la presencia de grupos const ituyentes,

especialmente flavonoides, tales como Rutina, Quercetina y las isoflavonas, las que actuarian como

citoprotectores a nivel de la mucosa qástrica. Estos principios probab lemente generan una respuesta

inhibitoria de los componentes oxidantes liberados por los macrófagos o neutrófilos, tales como

5uperóxido y otros radicales libres los que causarian la inflamación y lesión del tejido; esta inhibición

de la inflamación y ulceración seria por bloqueo del influjo de calcio y de la 5- Lipooxigenasa en la via del

metabolismo del Ác ido Araquidón ico tal como lo demuestra Murakami 5 .1992 (31).

Es también destacable el efecto de la Ranitidina como fármaco pat rón con un 92.85% de inhibición de

úlceras, efecto amp liamente documentado en la literatura Garrick T.1987(32); Ryberg B. 1990(33). El

estrés causado por el frio y la inmovilizac ión en los animales generan una disminución del moco protecto r

de la mucosa e induce a una erosión hemor rágica en ésta que es atenuada por la Ranitidina, por

bloqueo de los receptores H2 con inhibición de la secreción ácida. e impidiendo mayor daño de la

mucosa. Los bloqueadores de los receptores de H1 y H2 actúa n por antagonismo competit ivo con la

histamina aunque sus estructuras quimicas son marcadamente dife rentes.

En preparados de cél ulas parietales aisladas se ha comprobado que existen tres receptores diferentes;

pa ra la gastrina, la histamina y la aceti lcolina como lo dem uest ra, Bertaccini. G; 1988(33), lo que

corrobora Prinz , C 1993- 1994:(34,35). Entre estos receptores existen interacciones fuertemente

asociadas y sinérgicas. In vivo el principal efecto de la est imulación colinérg ica es la secreción de ácido y

posib lemente la estimulación de la gastrina; el que se ejerce a través de la liberación de histamina de los

mastocitos de la mucosa, 10 que demostró Wallace J . 1990 (36). En este modelo se observó que existe

gastroprotección de la mucosa qástrica por efecto del extracto de B. globosa lo que favorecería la

similitud de bloqueo de la via colinérgica asi como de la histam inérgica.

En el modelo de inducción ulcerativa causado por estrés quirúrg ico de ligadura del piloro e inmovilización

se encontró que el volumen de secreción gastrica disminuye significativamente 62.19% (Cuadro N° 20),

en el grupo de animales que recibe n extracto flu ido de Bu dd/eia globosa, con respecto a los animales

del grupo cont rol , (comparativamente frente al patrón Ranitidina , que logra una disminución del 54.66%),

esto nos confirmaria el efecto gastrop rotector que presenta el extracto de Buddleia globosa,y sugeriria

que su mecanismo de acción involucraría un bloqueo de los recepto res H2 ó una inactivación de la

respuesta vaga!. En el efecto sobre el pH se encontró diferencias significativas (p-e 0.05) con respecto al

grupo control, disminuyend o la concentrac ión de los protones desde 10" M a 3.7 X 10-3 M en el

tratamiento con Buddleia globosa lo que favo rece la menor lesió n sobre la mucosa y la dism inución de

la respuesta ulcerativa . Conocemos que la célula pariet al gastrica en reposo tiene una red de canales

colapsados ; cuando se est imulan estos por efecto de estrés se expa nden como redes de canales,
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orig inándose la secreción ácida dentro de los cana liculos secretor ios de las células pariétales. El

responsab le de esta secreción activa a través de la membrana de los canaliculos secretorios de la

célula parietal es la adeno sina 5trifosfatasa dependiente de ATP . La bomba de ácido H+K+ATPasa es

simila r a la Na+K+ATPasa. Está compuesta de dos subunidades: la subunidad alfa compuesta de 1000

aminoácidos y la subunidad beta compuesta de 300 aminoácidos . La función 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 allumen canalicular. De este modo, la H+K+ATPasa es una bomba de contra transporte

que intercambia H+ citosólico por K+ extra citoplasmático. Este transporte se logra por cambios de la

enz ima: fosforilación de la proteina por ATP en presencia H+ citoplasmático y desfosforilación por el K+

en el otro lado de la membrana. La acidez del espacio permite la acumu lación de las bases débiles. Si

estas son ácido lábiles y son convertidas a una sustancia que pueda reaccionar con la superficie extema

de la bomba , resulta un inhibidor especifico de la bomba . Los resultados de la disminución del volumen

de secreción gástrica por el extracto de B. globosa, se explica rian por la composición de sus metabolitos

secundarios entre ellos se encuentran sustancias heterociclicas tipo f1avonas e isoflavonas que se

comportarían como inhibidores de la bomba H+k+AT Pasa, lo que también ha sido demostrado por

Muraka mi S. 1992 (31) Y Beil W. 1995 (37) al trabaja r en células parietales y la acción de f1avonoides y

Quercetina, las cuales inhiben la producción de histamina y la actividad de la H+K+ATP asa

depend iente, generando de esta manera un efecto de gastroprotección.

Con respecto a la presencia de proteínas en el contenido gástrico que reflejan la presencia de enzimas

como pepsina, no existió diferencia significativa entre los grupos (Cuadro o 20).

Al util izar el Subsalicilato de Bismuto como citoprotector de la mucosa gástrica y evaluar el contenido de

cloruros, observamos que este 9rupo presenta una disminución siqnificativa respecto al control, mientras

que el tratam iento de Buddleia globosa no muestra variación alguna con respecto al control y

Ranitidina. El efecto del Bismuto es de unirse a las proteínas en med io ácido 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 , f1avonoides e

isoflavonas cuyas estructuras quimicas forman complejos con las proteinas en forma semejante al

efecto del bismuto, lo que ejercería un efecto de gastroprotección en la mucosa en este segundo

modelo de experimentación. .

El tercer modelo de inducción ulcerativa por efecto de la infección causada por el inoculo de

HeJicobacter pylori 10' UFC x mL por animal y con un tratamiento de 15 días post infección; en los

diferentes grupos infectados se encontró una respuesta diferente y bastante apreciable en el tejido

gástrico; principa lmente en la región antral los cuales se evalua ron por cortes histológicos con tinción de

Fuccina -Eosina para evaluar normalidad del tejido y la tinción de plata Wa rthins Starry Donayre M.

C.1993 (30); para identificar la presencia de HeJicobacter pylori .

Elegimos este modelo debido a que realizamos previamente estudios in Vilro los cuales demostraron

que el extracto fluido de B. globosa tiene actividad bactericida ante Helicobacter pylori, Staphylococcus
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áureos (ATCC 2 9213 ) YEscherichia coli (ATCC 25922 ), lo que nos permitió su empleo in vivo. Se pudo

observar que a la concentración de 0.5 mgld L presenta la actividad bacte ricida y a 0.25 mgld L la

act ividad bacte riostática frente a cultivo de H. Pylori cepas silvestres aisladas de biopsias de tejido

gástrico humano . En este modelo se generó la infección por inoculación intragástrica de H. Pylori

viables, y se demost ró la infección por el seguimiento de la implantación de este microorganismo en la

membrana basal del epitelio gástrico 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

observa r los diferentes cortes histológ icos se evidencia la gran cantidad de Helicobacter, las mucosas del

estómago se presenta congestivas e hiperhémicas (85%) , Esto obedece a la presencia del Helicobacter

pylori microorgan ismo que está alterando la estructura normal de la mucosa. Asi mismo los pliegues se

muestran hipertróficos en el 95% como reacción de respuesta a la injuria.

Se corrobora así mismo el estudio microscópico, most rando los cúmulos de H. Pylori en la mucosa y se

encontraron las formas bac ilares de la bacte ria forma en la cual se enc uentra en total activídad (Figura

5.4.5.2), así como la respuesta inflamatoria intensa con aparición de células polimorfo nucleares en la

submucosa.

La infección por H. Pylori conduce a la inflamación de la mucosa gastroduodenal y el grado de

inflamació n varia desde la inflamació n leve a la crónica severa con destrucción epitelial foca l. La carga

infecciosa de los microorganismos H. Pylori en la región antral se corrobo ra con la carqa de leucocitos

po limorfo nuc lea res de la respuesta inflamatoria. El vínculo patogénico entre la infección por H. Pylori y la

gastritis crónica , con o sin atrofia glandular es irrefutable . Tytgat GNJ.1994 (38).

En los cortes histológicos observados del grupo con el tratamiento de la combi nación de Claritromicina;

Ranitidina(39,40). y Subsalic ilato de Bismuto una forma triple de ataque a la bacteria favoreciendo su

errad icación, clínicame nte demostrada razón por la que nos sirvió como modelo de comparación en

nuestro esquema de tratamiento . Estas bacterias se disponen de preferencia en la zona antral y con la

tinción de plata se identificó con mayor resolución las diferentes formas en las cuales suele vivir esta

bacteria, En el tratamie nto durante 15 días se evide ncio una regresión a la normalidad de un 70% del

grupo, y la erradicación de estas bacterias en igual porcentaje. En un 30% se obse rvan las formas coco

bacilares que se forman por una actitud de conservación de esta bacteria frente a un medio no

adecuado para su supervivencia , lo que también destaca Willen R. 2000 (40); quién observa por

microscopia electrónica está forma coco bacilar como una manera de preservar las estructuras internas

densamente acumuladas en el espacio periplásm ico frente al medi o inhóspito del ensayo . Este

tratamiento se basa en la capacidad bacte ricida que presenta la Claritromicina antibiótico de amplio

espectro y de primera elecció n para H. Pylori, el pode r citoprotector que se atribuye al Subsa licilato de

Bismuto al formar una pelicula protectora sobre la mucosa gástrica impídiendo la erosión celular por

efecto de la producción de ácido clorhid rico por las células parietales, lo que hace que sea un buen

agente terapéutico, y por último demostrado está el efecto de la Ranit idina en el bloqueo de la Bomba

H+K+ATPasa en la producción de H+, este forma de tratamiento con la s tres drogas desc ritas 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 recibió B. globosa durante los 15 días de tratamiento se evidenció

que el 60% de los animales conservan la normalidad de las mucosa y se correlacionan con la

normalidad de los pliegues y la disminuc ión de las célula inflamatorias: eosinofilos en la lámina propia .

Hay una reparación del tejido por la erradicación del H. Pylori. Mientras que e140% de estos muestran

hiperemia y con pliegues hipertrofiados, hecho que justificamos por el tiempo de tratamiento y el nivel de

resp uesta de los animales, la regresión de la infiltración celular mononuclear desde la lámina propia , en

estos anima les requiere de mayor tiempo. Al estudio microscópico de la región antropilórica de los cortes

se evide nció que sólo el 40% mostró la presencia de Helicobacter py lo ri en la forma de cocobacilos

esta disminución de la población de bacterias demuestra que la actividad del extracto permite una mejor

respuesta bactericida y reparat iva de la mucosa antral injuriada, zona que ha demostrado que es el

habitat de mayor afinidad topográfica, así como lo demuestra Bayerdorffer (1992).

La explícación a este efecto partiría desde dos puntos de vista:

1°._ El extracto tiene : Ouercetina, Rutina, 6-Aquil- 4' - hidroxi - 7.0 - Glicosil lsoflavona, 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 - O- Metil lsoflavona, los cuales se comportarian

como citoprotectores de la mucosa gástrica , aumentando el pH, alterando así el metabolism o de la

bacte ria que está adaptada a un medio altamente ácido , pese a ser ácido sensib le, por otro lado; está

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 gástrico, el

extracto ha demostrado tener efecto bactericida y bacteriostático in Vitro frente a H. pylori, ello

probablemente por la presencia de los compuestos polifenólicos entre ellos taninos, que se han

demostrado en otros estudios ser inhibidores enzimáticos y es muy probable que actuó en forma similar

frente a la ureasa arma principal de esta bacteria, al estar inhibida esta enzima ya no formaría amo niaco

a partir de la urea y la desestabilizaría o la vuelve más lábil. López-Brea Manuel (1995).

El efecto de los flavonoides, flavonas, e isoflavonas, principalmente en el conjunto destaca la Ouercetina,

que de acuerdo a Beil W.1995(37), Mesias S. 1992(42), en células pariétales estimulan la producción 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 sólo ya que si

posiblemente si se utilizará como coadyuvante en una terapia combinada en el tratamiento convencional

de Claritromícina, Ranitidina y Subsalicilato de Bismuto generaría una mayor respuesta.

Se evalúo de manera inicial el efecto potencialmente relajante del Buddleia globosa en preparaciones

de intestino, frente a contracciones inducidas por Histamina y Acetilcolina. Ambos fármacos son

utilizados como estimulante de la musculatura lisa e involucran el empleo de receptores diferentes para

producir el fenómeno contráctil. Prinz,C. 1995(35); Wallace J.1990(36). En el primer caso, la Acetilcolina

actúa frente a receptores muscarín icos y en el segundo caso la Histamina lo hace a través de receptores
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histaminé rgicos tipo 1. Como puede observa rse por los resultados mostrados en los cuadros 29 y 30

Buddleia g lobosa presentó un marcado efecto relajante en ambos protocolos experimentales . El

procedimiento empleado permitió evidenciar un mayor efecto sobre las contracciones inducidas por

Ace tilcolina que sobre aquellas obtenidas con Histamina. Datos prelimina res desarrollados por nuestro

equipo de investigación sustenta n igualmente un efecto relativamente menor sobre las contracciones

inducidas por Cloruro de Potasio 100 mM. Ace tilcolina es el neurotransmisor principal del sistema

parasimpático, presentando efectos en diversos órganos y sistemas . En particular induce una marcado

incremento en el tono, amplitud en las contracciones y actividad peristáltica del intestino, como se pudo

verificar en los experimentos . Por su parte , la Histamina es inicialmente un autacoide preformado,

encontrado principa lmente en células cebadas y basófilos; sus acciones involucran fundamentalmente la

participación en reacciones alérgicas, particularmente aquellas de hipersensibilidad. Presenta asimismo

tam bién un marcado efecto contráctil, en particu lar en músculo bronquial y como puede comprobarse en

el presente estudio, en preparaciones de músculo intestinal Katzung 1999(43).

Las acciones de estos fárma cos son mediadas por activación de la Proteina Gq/11 , encargada de la

estimulación de la actividad de Fosfolipasa C; el resultado inmediato es la hidrólisis de polifosfatos del

fosfatidilinositol, formándose polifosfatos de inosito l. El inosito l trifosfato (IP3), es uno de los polifosfatos

involucrados, que actúa preferentemente movilizando calcio intracelular Goodman y Goodman 1997 (8).

Nuestros resultados muestran un marcado efecto relajante frente a ambos fármacos . Hasta donde he

revisado , éste es el primer reporte del efecto relajante del Buddleia globosa sobre la musculatura lisa

intestinal (Cuadro N o 23). Sin embargo, la eficacia con la que este antagonismo fue observado. es

también noto riamente dife rente. El efecto sobre contracciones inducidas por ACh en compa ración a la

Histamina es relativamente mayor asi como al de Cloruro de Potasio (datos preliminares, no publicados).

El objetivo con el que se procuró mostrar el efecto relajante de Buddleia globosa frente a dos agonista

fue el de poder realizar una aproximación al posib le mecanismo de acción involucrado.

En la medida que estos fármacos comparte n el mismo mecanismo de acción a nivel intracelular,

esperariamos que si el efecto se realizase a través de una interferencia en los sistemas de transducción ,

el efecto relajante se presentase con intensidad aproximadamente similar frente a ambos fármacos. Por

el contrario nuestros datos demuestran una consistente mayor eficacia del Buddleia globosa frente a

ACh , no apoyando la hipótesis de una acció n en la via común intrace lular.

Una segu nda posibil idad a discutir es la posible acción sobre sistemas receptores diferentes en esta

preparación, habiendo explorado en nuestros experimentos los receptores muscarinicos (que responden

a ACh ) y aque llos histaminérgicos 1 (que responden a Histamina) Bertacci ni G. 1988 (33), Mesia , V. S

1992(42). Los receptores son estructuras macromoleculares altame nte especializadas que confieren un

elevado grado de selectividad y modulación fina a los procesos biológicos . La posibi lidad de que el

extracto de Buddleia globosa presente sustancias con potencial efecto farmaco lógico es apoyado por

los estud ios previos reportados (Mellado:1923 ) (Farga: 1990) . Desde este punto de vista estos

resultados sugieren un efecto preferente sobre el receptor musca rinico, lo que se ha demostrado por el

efecto del antagon ismo encontrado en el mode lo de Curva Dosis respuesta de Acetilco lina EC 50 = 10.7

M. Y para el ECSO en presencia de extracto etanó lico de B. globosa 10,7.5 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 carácter reversible del proceso, el cual se verificó en las

preparaciones intestinales luego de ser expuestas a Buddleia globosa (Matico) y lavadas. Esto sustenta

adicionalmente el potenc ial farmacológico relajante de la preparación asi como el potencial terapéuti co

antiespasmódico de esta planta.
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VII. CONCLUSIONES:

"El ext racto fluido de Budd/eia globosa ( Matico), presenta act ividad antiulcerosa de la mucosa

gástrica, en los difere ntes modelos experimentales realizados en nuestra investigación, lo que

podría explicarse por :

1. El efecto inhibitor io de ulceración 85.71% (p<0.05) frente al control en el modelo de Restricción e

Hipotermia 4° C; la disminución significat iva de la secreción ácida gástrica en el modelo de

Ligadura de Piloro: Grupo ControI10.05± 1.54 mL y con B. globosa. 3.97 ±1.19 (p < 0.05).

2. El ext racto etanólico de B. globosa presenta en su composición: Quercetina, Rutina, Tanin os,

alcaloides , glicósidos y entre los compues tos aislados :

a, F1: 6-Aquil - 4' - hidroxi - 7.0 - Glicosi l lsoflavona

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 - Dialqu il Flavona

e. F5: 6,8 - Dialquil - 4' - hidroxi - 7 - O- Metil lsoflavona

Las cuales se reportan por primera vez en este investigación.

3. Ha dem ostrado tener efecto bactericida in Vi/ro frente a Helicobacter pylori (cepas nativas), asi

como frente a Staphylococcus aureus ATCC 292 13 y Escherichia coli ATCC 25922. En el

tratamiento de animales de experimentac ión inocu lados con cepas viables de Helicobacter pylori ,

el extracto flu ido ha mostrado un 60% de recupe ració n de la normalidad del tejido .

4. El mecan ismo de acció n posible es por la interferencia en la via de los receptores de Acetíl

Colina que genera un efecto relajante de la musculatura lisa intestinal demostrado al bloquea r el

efecto est imulador de la Aceti lcol ina in Vit ro. Tambi én presenta efecto bloqueador en los

receptores histami nérgicos, pero en menor potencia que los col inérgicos en musculatura lisa de

duodeno e íleon de rata en esta investigación."

El ext racto flu ido de Buddleia globosa present a un potencia l terapé utico en la acción antiulcerativa y

antiesp asmód ica, acciones demostradas en el presente trabajo de investigación.
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