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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the anti-inflammatory activity of
extracts of the species Buddleja coriacea Remy, in addition to it's
combination with anti-inflammatory drug dexamethasone through preclinical

models.

We initially determined the presence of phenolic compounds in the extracts:
hydroalcoholic and dichloromethane/hydroalcoholic of Buddleja coriacea R.,
by qualitative tests, which identified terpenes, alkaloids, saponins, tannins

and flavonoids in air parts of the species.

Subsequently, the effect of inhibiting inflammation in a dose of both extracts
3g/kg, in addition to its interaction with dexamethasone, using the atrial
edema model of of which were 21.39% and 31.02% inhibition respectively,
presenting a dexamethasone 63.34 % inhibition of inflammation, but when
drug interacts extract and is 53.72% and 45.63% respectively, which are

statistically significant compared to negative control (p <0.05).

The results of inhibition of inflammation in the edema model plant after 7
hours with the hydroalcoholic extract and Dichloromethane/hydroalcoholic of
Buddleja coriacea R. were 12.03% and 14.19%, data were significant
compared with the negative control, in the case of interactions with
dexamethasone extracts were 20.60% and 29.83% respectively were both
significant, dexamethasone revealed a 31.34% inhibition inflammation of this

result is significant (p <0.05).

Keywords: Buddleja, antiinflammatory, inhibition, interaction.



RESUMEN

El propdsito del presente trabajo fue el evaluar la actividad antiinflamatoria
de extractos de la especie Buddleja coriacea R. (Kiswara), ademas de su
combinacion con el farmaco antiinflamatorio dexametasona, mediante
modelos preclinicos. Porque esta especie es empleada en la medicina

tradicional para patologias inflamatorias.

Inicialmente se determino la presencia de compuestos fendlicos en los
extractos: Hidroalcohodlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja
coriacea R., mediante pruebas cualitativas, donde se identificaron terpenos,
alcaloides, saponinas, taninos y flavonoides presentes en las hojas de la

especie.

Posteriormente se evalud el efecto de inhibicion de inflamacion en el modelo
de edema auricular a dosis de 3g/Kg de los extractos Hidroalcoholico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico, ademas de su interaccion con
dexametasona donde se obtuvieron 21.39% y 31.02% de inhibicion
respectivamente, mientras que la dexametasona presento un 63.35% de
inhibicion pero cuando interacciona con los extractos presenta 45.64% y
68.08% de inhibicidn respectivamente, siendo estos estadisticamente

significativos con respecto al control (p <0.05).

Los resultados de inhibicion de inflamacion en el modelo de edema plantar
al cabo de las 7 horas de los extractos Hidroalcohdlico vy
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea R. fueron 12.03% vy
14.19%, datos que resultaron ser significativos respecto al grupo control, en
el caso de las interacciones de los extractos con dexametasona se
obtuvieron 21.95% y 28.04% de inhibicion respectivamente, ambos
resultaron ser significativos, la dexametasona revelo un 55.9% de inhibicion
de inflamacién siendo este significativo con respecto al grupo control
(p<0.05).

Palabras Clave: Buddleja, antiinflamatorio, inhibicion, interaccion.



ABREVIATURAS

AINE = Antiinflamatorio no esteroideo

AIE = Antiinflamatorio esteroideo

EPOC = Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
COX = Ciclooxigenasa

COX 1 = Ciclooxigenasa 1

COX 2 = Ciclooxigenasa 2

cm. = Centimetro

° C = Grados centigrados

D = Extracto Diclorometano

DH = Extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico
DL 59 = Dosis Letal Media

FDA = Administracién de drogas y alimentos
FCFB = Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas
g = Gramos

H = Extracto Hidroalcohdlico

h = Hora

Kg = Kilogramos

LOX = Lipoxigenasa

M = Mezcla de los extractos (D, DH y H)

mg = Miligramos

mL = Mililitro

mm = Milimetro

Nm = Nanémetro

PKC = Proteina cinasa C

gp = Quimicamente puro

Rf = Razén de frente

SEM = Media del error estandar

spp. = especie no identificada

TPA = 12 — 0 — Tetradecanoil Forbol — 13 Acetato
uL = Microlitro

UV = Ultravioleta

A = Delta
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1. INTRODUCCION.

La inflamacién es comun en casi todas las enfermedades que implican un
dafio microbiolégico, quimico o fisico a tejidos vivos. La inflamacion aguda
es la respuesta microcirculatoria al dafo; donde los principales signos
clinicos son: calor, enrojecimiento, dolor, tumefacciéon y pérdida de funcién

(en algunos casos).

Entre los cambios microcirculatorios estan la vasodilatacién arteriolar, el
aumento de la permeabilidad de las vénulas, la formacién de liquido

edematoso y el desplazamiento de leucocitos al lugar de la lesion.

Este proceso de inflamacion, es una respuesta de protecciéon del organismo
y de homeostasis, sin embargo, si la lesion causante del proceso persiste, la
inflamacion puede volverse cronica, pudiendo existir destruccion tisular y

formacion de tejido fibroso (Tang et al, 2006).

En algunas de sus multiples formas y manifestaciones, la inflamacién se
esconde tras la causa mas importante de muerte en el mundo actual.
Ademas, representa una caracteristica permanente de muchas otras
enfermedades que pueden no ser mortales pero que, sin embargo,
provocan grandes sufrimientos e incapacidad, que puede transcurrir hacia
una situacion crénica que suele dar lugar a enfermedades degenerativas
como la inflamacion se oculta detras de la artritis reumatoide, las
cardiopatias reumaticas, acné, psoriasis, arteriosclerosis, enfermedades

hepaticas, renales crénicas entre otras (Cascales et al, 2007).

La utilizacion de tratamientos alternativos en problemas inflamatorios,
particularmente el uso de plantas medicinales, es una practica muy

extendida en todo el mundo que esta aumentando considerablemente en lo
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ultimos afios (Centro de Farmacovigilancia de Navarra, 2004). Y los
metabolitos que contienen las plantas medicinales pueden interaccionar con
otros, bien sean de plantas o bien de medicamentos (Stockley, 2004). Estas
interacciones son exactamente del mismo tipo que las interacciones entre
los farmacos, pudiendo ser por tanto de caracter farmacodinamico o
farmacocinético y los efectos que se van a producir seran sinérgicos,
antagonicos, disminuiran o aumentaran el metabolismo. (Fugh — Berman,
2000).
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2. JUSTIFICACION.

A pesar de la potente accion antiinflamatoria que le es atribuida, a los
farmacos antiinflamatorios estos compuestos presentan una alta incidencia
de efectos adversos y algunos, incluso, no logran modular la induccion de
ciertas citocinas proinflamatorias. Por esta razén una fuente importante de
productos con interés farmacolégico lo constituyen los productos naturales y
en tal sentido, la busqueda de principios activos con posible accion
antiinflamatoria, ha estado dentro de las prioridades de quienes investigan

en este campo (Garrido, 2005).

Desde hace algunos anos, tanto paises altamente desarrollados como
aquellos paises subdesarrollados con escasos recursos econdmicos, han
retomado y desarrollado el uso de las plantas medicinales con fines
terapéuticos en lo que se ha llamado la Revolucion Verde de la Medicina.
(Garcia L., et al 2002).

Las plantas contienen multiples componentes quimicos que se pueden
clasificar como activos porque provocan diversos efectos o respuestas en el
organismo, el perfil que los describe es referido como actividad biologica. En
el contexto del uso tradicional de plantas medicinales, en general se
propone que la actividad deriva de las combinaciones quimicas presentes
en la planta en su forma natural, en vez de considerar un componente
especifico como el responsable de la actividad bioldgica o de los beneficios
atribuidos. (Saenz, 2003). Se comportan como verdaderos farmacos ya que
sus componentes pueden tener una actividad biolégica en humanos (Tres,
20006).

En este sentido, se destacan numerosos estudios realizados de plantas con

actividad antiinflamatoria, entre ellos se tiene: “Actividad antiartritica del
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jarabe de Allium sativum L” (Tillan et al, 2007); “Atividade antiinflamatéria do
granulado de Calendula officinalis L. e Matricaria recutita L.”(Sartori; et al,
2003) “Actividad antiinflamatoria de Eugenia jambos en ratas” (Cruz, 2001);
Piper auritum H.B.K. (Caisimun de Anis) (Vega, 1999); “Actividad

Antiinflamatoria” (Gonzales, 1998).

Por otro lado, una gran mayoria de especies vegetales tradicionales en La
Paz presentan propiedades antiinflamatorias, sin embargo la mayoria no
cuenta con informacion cientifica que avale esta propiedad (Girault, 1987).
Por lo tanto, el trabajo de investigacion se enfoco en el estudio de la especie
vegetal Buddleja coriacea Rémy (Kiswara) utilizada en la medicina
tradicional Boliviana, por el empleo milenario en patologias relacionadas con
procesos inflamatorios (Vandebroek et al, 2003) y la posible interaccion con

el farmaco dexametasona con actividad antiinflamatoria.
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3. MARCO TEORICO.

3. 1. INFLAMACION

3. 1. 1. DEFINICION DE INFLAMACION

Entre las enfermedades que se manifiestan en la poblacion mundial, las que
involucran procesos inflamatorios representan un importante grupo. La
mayoria de las infecciones ocurridas involucran procesos inflamatorios
como respuesta natural ante traumas fisicos y alergias, las que en muchos
casos incapacitan a quienes la padecen, en determinadas enfermedades
infecciosas importantes, la respuesta inflamatoria puede causar mas dano

que el agente agresor (Garrido, 2005) (Tabla N° 1).

22



TABLA N° 1. Ejemplos de enfermedades inflamatorias

Enfermedades en las que la inflamacion juega una papel patogénico importante

Anafilaxis

Artritis reumatoide

Asma

Aterosclerosis

Colitis ulcerosa

Dermatitis atépica

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Crohn (enteritis regional)
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica(EPOC)
Esclerosis multiple

Espondilitis anquilosante

Gota

Lupus eritematoso
Osteoartritis

Pénfigo

Psoriasis

Rechazo xenoinjerto
Sarcoidosis

Sindrome Isquemia - reperfusion
Sindrome Fiebre periddica
Tiroiditis de Hashimoto
Vasculitis

Enfermedad de origen infeccioso en las que la inflamacién contribuye a la patologia tanto
como la toxicidad bacteriana

Disenteria bacteriana

Enfermedad de Chagas

Filariasis

Gastritis por H. pilory
Glomeruloneftritis post - estreptocécica
Hepatitis C

Lepra (forma tuberculoide)
Meningitis neumocécica o neissérica
Neumonitis fibrosa quistica
Neumonia viral

Sepsis

Tuberculosis

Enfermedades de origen diverso en las que la fibrosis post - inflamatoria es una causa
principal de patologia

Cirrosis hepatica (alcohdlica o virica)
Esquistosomiasis
Fibrosis pulmonar idiopatica

Fibrosis pulmonar post - irradiacion
Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
Rechazo crénico alogénico

Como consecuencia, existe una gran necesidad de descubrir y desarrollar

nuevos agentes antiinflamatorios mas seguros y eficaces (Diaz et al, 2008).

La inflamacion es fundamentalmente una respuesta de caracter protector
cuyo objetivo final es librar al organismo de la causa inicial de la lesién

celular (p. Ej., los microorganismos patogenos, las toxinas) y de las
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consecuencias de la misma (p. Ej., las células y restos titulares necroticos).
Si no existiera el proceso de inflamacion, las infecciones se propagarian de
forma incontrolada, y las heridas no se curarian nunca y los érganos
lesionados presentarian lesiones supurativas de forma permanente (Contran
et al, 2000).

3. 1. 2. SIGNOS CLINICOS DE LA INFLAMACION

Fue Celsius, un escritor romano del siglo | después de Cristo, el primero que
descubrié los cuatro signos cardinales de la inflamacién: rubor
(enrojecimiento), tumor, calor, y dolor. Posteriormente Virchow afadio el

quinto signo clinico: pérdida de la funcion.

El dolor, es producido por muchos estimulos, que se clasifican en
mecanismos térmicos y quimicos, los cuales son captados por
terminaciones libres. El tumor, es debido a la exudacién en el foco
inflamatorio y acumulo de elementos uniformes, proceso que tiene como
base un aumento de la permeabilidad capilar. El rubor y calor, es debido a la
hiperemia (aumento de la vascularizacién). Y la alteracion funcional, se da

como consecuencia de la tumefaccion y del dolor (Uria, 2005).
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Figura N° 1. Esquema del proceso inflamatorio.
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3. 1. 3. CLASIFICACION DE INFLAMACION

Clasicamente, la inflamacion se clasifica en aguda y cronica. La inflamacion
aguda tiene una duracion relativamente corta, desde unos minutos a varias
horas o algunos dias. Y la crénica aparece si la causa de la inflamacion
continua o bien como una respuesta prolongada de bajo grado sin episodio
agudo anterior. Las células implicadas en cada uno de los casos son
distintas, de tal forma que la inflamacién aguda se caracteriza por infiltracién
de neutrofilos, mientras que la inflamacion crénica las células infiltradas son
principalmente los linfocitos. En ambos casos también se produce

extravasacion de monocitos (Navarro, 1998).
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3. 1. 4. INFLAMACION AGUDA

La inflamacion aguda se inicia en el momento que el agente patogénico
(microorganismos, sustancias quimicas alérgenas, etc.) evade o destruye
las barreras defensivas primarias (piel, mucosas, etc.). El dafio en el tejido
desencadena la activacion de determinadas rutas de sefializacién que llevan
a la produccién de mediadores pro — inflamatorios. Dichos mediadores
causan los cambios fisiolégicos caracteristicos del proceso inflamatorio.
Estos cambios se manifiestan como un incremento del riego sanguineo al
tejido dafado y la extravasacion de células y proteinas hacia el foco
inflamatorio (Garrido, 2005).

Los cambios que se producen tras la lesion tisular se deben a: un aumento
en el flujo y calibre vascular; cambios estructurales en los vasos sanguineos
que aumentan la permeabilidad vascular e inducen la formacién de exudado
inflamatorio (paso de los leucocitos del espacio vascular al extravascular
para alcanzar el foco de las lesiones que a de fagocitar). El resultado de
todo ello es el acumulo de un fluido rico en proteinas, fibrina y leucocitos
(Contran et al, 2000).A medida que el dafio se elimina, la liberacion de
mediadores antiinflamatorios aumenta y de este modo se reduce

considerablemente la inflamacion y el tejido se regenera (Garrido, 2005).

3.1.4. 1. MIGRACION LEUCOCITARIA

Inicialmente, en la inflamacion aguda se acumulan predominantemente los
leucocitos neutrofilos polimorfonucleares y en las fases tardias, los
monocitos y macrofagos. Hay tres fases para el reclutamiento de las células
en la regién dafada, es decir, la extravasacién o salida de las células desde

la luz del vaso al espacio intersticial (Contran et al, 2000).
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Normalmente las células ocupan la parte central del torrente sanguineo
teniendo muy poco contacto con el endotelio. Al aumentar la permeabilidad
vascular, el flujo sanguineo se enlentece, lo que permite a los leucocitos
acercarse al endotelio vascular. Este proceso se denomina marginacion y se
debe a los cambios hemodinamicos producidos en la inflamacién (Figura N°
2).

Figura N° 2. Cascada de migracion leucocitaria.
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Los leucocitos escapan del torrente circulatorio mediante un movimiento
ameboide activo. Cuando los leucocitos entran en contacto con la célula
endotelial, proyectan pseuddépodos y migran por la superficie hasta que
detectan una unién celular inter — endotelial. Durante su paso desde la luz

vascular al tejido extravascular, el leucocito rompe las uniones inter —
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endoteliales y la membrana basal probablemente a través de la secrecién

de colagenasa (Cascales et al, 2007).

El tipo de leucocito que migra depende mucho del tiempo que dura la
inflamacion y del tipo de estimulo. En la mayoria de los casos, en la
inflamacion aguda los neutréfilos son las células predominantes durante las
primeras 24 horas. Estas células empiezan a acumularse en los primeros
minutos tras la lesiéon, mientras que los monocitos y macrofagos se
acumulan mas tarde, tras 24 horas. Después de la extravasacion, los
leucocitos migran en los tejidos a los lugares donde se ha producido la

lesion mediante el proceso de quimiotaxis (Pefa, 2003).

No obstante, los procesos de inflamaciéon y reparacion pueden ser
perjudiciales. Por ejemplo, las reacciones inflamatorias constituyen el
mecanismo patogénico basico de las reacciones de hipersensibilidad
potencialmente mortales secundarias al efecto de picaduras de insectos,
farmacos o sustancias toxicas, y también lo son de algunas de las
enfermedades cronicas mas frecuentes de la actualidad como la artritis

reumatoide, la aterosclerosis y la fibrosis pulmonar (Contran et al, 2000).

3. 2. TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN PROCESOS INFLAMATORIOS

En el tratamiento de los procesos inflamatorios, no solo tiene importancia
conseguir una buena analgesia, sino poder controlar otros aspectos
derivados de este proceso, como por ejemplo, la formacion de edema, la
extravasacion plasmatica y la migracién leucocitaria que caracterizan la
zona inflamada. Hasta el momento se han utilizado de manera comun
aunque muy controvertida, los: antiinflamatorios esteroideos y los

antiinflamatorios no esteroideos, que inhiben los efectos vasculares
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(vasodilatacion, formacién del edema, migracion leucocitaria), aunque los

efectos colaterales son frecuentes (Lafore, 2005).

3. 2. 1. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINE) constituyen otro grupo de
farmacos, los cuales inhiben la actividad de la ciclooxigenasa que esta
compuesta por las dos isoenzimas: la COX1 y la COX 2 o prostaglandin
sintetasa, las mismas que participan en el metabolismo del acido
araquidonico hasta prostaglandinas y tromboxanos (Campbell, 1991) (Martin
et al, 2004). La COX2, que se expresa en respuesta a procesos
inflamatorios (inducida) y otros mediadores y estimula la sintesis de
prostaglandinas que produciran fiebre, dolor o inflamacién (Araoz et al,
2005).

Los AINES, ademas de ser un grupo de medicamentos mas consumido en
el mundo, son los causantes de la mayoria de los efectos adversos son
debidos a su uso, de acuerdo con reportes elaborados por la Administracion
de Drogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos. Los efectos adversos
indeseables mas comunes son los dafios gastrointestinales y renales que

con frecuencia son peligrosos (Zentella, 2003).

3. 2. 2. ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDEOS

Los antiinflamatorios esteroidales (AIE) disminuyen la inflamacion en un
tiempo relativamente breve, por estimular la sintesis de lipocortina y esta a
su vez inhibe la actividad de la fosfolipasa A2 y la induccion de diversas
citocinas pro — inflamatorias. Estos farmacos, impiden la liberacion del acido
araquidoénico de los fosfolipidos de las membranas celulares que sirve de

sustrato para los diferentes sistemas enzimaticos que dan lugar a los
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mediadores pro — inflamatorios lipidicos, conocidos como eicosanoides
Figura 3. A pesar de la potente accion antiinflamatoria que le es atribuida,

estos farmacos presentan numerosos efectos adversos (Marks, 1992).

Figura N° 3. Mecanismo de accion de los antiinflamatorios esteroideos y no

esteroideos.
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3. 2. 3. DEXAMETASONA

3. 2. 3. 1. Mecanismo de Accién

La dexametasona es considerada el corticoide de eleccion, posee las
acciones y efectos de otros glucocorticoides basicos y es uno de los

miembros mas activos de su clase (Laforé, 2005).

Los glucocorticoides libres cruzan facilmente las membranas de las células
y se unen a unos receptores citoplasmaticos especificos, induciendo una
serie de respuestas que modifican la trascripcion y, por tanto, la sintesis de
proteinas. Estas respuestas son la inhibicion de la infiltracion leucocitaria en
el lugar de la inflamacién, la interferencia con los mediadores de la
inflamacion y la supresion de las respuestas inmunoldgicas. La accion
antiinflamatoria de los glucocorticoides implica proteinas inhibidoras de la
fosfolipasa A2, las llamadas lipocortinas. A su vez, las lipocortinas controlan
la biosintesis de una serie de potentes mediadores de la inflamacién como
son las prostaglandinas y los leucotrienos. Algunas de las respuestas de los
glucocorticoides son la reduccion del edema y la supresion general de la

respuesta inmunoldgica (Tang et al, 2006).

3. 2. 3. 2. Propiedades Farmacodinamicas

La dexametasona es un corticoide fluorado, de larga duracion de accién, de
elevada potencia antiinflamatoria e inmunosupresora y baja actividad
mineralocorticoide. Este farmaco inhibe la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos, sustancias que median en los procesos vasculares y celulares
de la inflamacién y de la respuesta inmunolégica (Giménez, 1997). Por
tanto, reduce la vasodilatacion y el exudado liquido tipico de los procesos

inflamatorios, la actividad leucocitaria, la agregacion y degranulacion de los
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neutrofilos, liberacion de enzimas hidroliticas por los lisosomas, etc. Ambas
acciones se deben a la inhibicion de la sintesis de fosfolipasa A2, enzima
encargada de liberar los acidos grasos poliinsaturados precursores de las

prostaglandinas y leucotrienos (Laforé, 2005).

3. 2. 3. 3. Propiedades Farmacocinéticas

Es un corticoide de larga duracién de accion, puesto que sus efectos se
mantienen hasta 72 horas, su aclaramiento total varia entre 2,8 y 3,5
mg/minuto/kg, la semivida de eliminacion es de 3 — 4 horas (limites de 3 a 6
horas para adultos, 2,8 — 7,5 horas para 8 — 16 anos y de 2,3 — 9,5 horas
para menores de 2 afos) y la semivida biolégica de 36 — 54 horas. Los
niveles séricos maximos se alcanzan antes de una hora, se distribuye
ampliamente por el organismo con un grado de uniébn a proteinas
plasmaticas del 70%, difunde a través de las barreras placentaria y
lactosanguinea, se metaboliza en el higado (hidroxilacién) y se elimina por
orina, un 8% en forma inalterada, y en menor cantidad por la bilis (Giménez,
1997).

3. 2. 3. 4. Efectos Adversos

Los efectos adversos suelen deberse a una accion excesiva sobre el
balance hidroelectrolitico, el metabolismo y la reparacion tisular y un efecto
inhibidor en la secrecion de corticotropina (llevando a una insuficiencia
adrenal) (Jares et al, 2002). Asi mismo, se puede incrementar la
susceptibilidad frente a todo tipo de infeccién y puede provocar un retraso
del crecimiento en los nifios (Giménez, 1997). Se producen principalmente
durante el uso a largo plazo y requieren atencion médica: acné u otros
problemas cutaneos, sindrome de Cushing, edema, desequilibrio endocrino,

irritacion gastrointestinal, sindrome hipo — potasémico, osteoporosis o
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fracturas Oseas, pancreatitis, uUlcera péptica o perforacion intestinal,
cicatrices en el lugar de la inyeccion, miopatia esteroide, estrias, ruptura de
tendones. La inyeccidon local, hematomas no habituales, heridas que no

cicatrizan (Lafore, 2005).

3. 2. 3. 5. Interacciones con otros medicamentos

La administracion de barbituricos, hidantoinas, antihistaminicos o
rifampicina, acelera el metabolismo del esteroide dexametasona. El uso
conjunto del mismo con diuréticos convencionales puede originar
hipokalemia severa. Y el uso simultaneo de: dexametasona,
anticolinérgicos, y antidepresivos triciclicos puede ocasionar un incremento
sustancial de la presion intraocular. Esta aumenta los requerimientos de

insulina y antidiabéticos orales (Jares et al, 2002).

3. 3. PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Desde el propio surgimiento de la humanidad, el hombre ha utilizado las
plantas con fines terapéuticos, muchas veces sin conocer los metabolitos
responsables de las acciones farmacoldgicas a ellas atribuidas (Garcia,
2002). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), al hacer referencia a la
medicina tradicional que incluye el empleo de especies vegetales,
materiales elaborados y preparados a base de las mismas, debido a que
estas contienen multiples componentes quimicos que se pueden clasificar
como activos por que provocan efectos o respuestas en el organismo (OMS,
2002).

En Latinoamérica, la oficialia Regional de la OMS para las Americas informo
que, el 71% de la poblacion en Chile y el 40% de la poblacion en Colombia

utiliza la Medicina Tradicional (OMS, 2002). En nuestro pais la poblacion
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como las instituciones sanitarias en los ultimos afos ha rescatado el uso de
la medicina natural, con el objetivo de complementar los tratamientos

comunes de las numerosas patologias (Saenz, 2003).

Una fuente importante de productos con interés farmacologico lo constituyen
los productos a base de plantas naturales y en tal sentido, la busqueda de
principios activos con posible accion antiinflamatoria, también ha estado
dentro de las prioridades de quienes investigan en este ambito (Bremner,
2002).

3. 4. Buddleja coriacea Remy

NOMBRE CIENTIFICO: Buddleja coriacea Rémy (Girault, 1987;
Oblitas, 1992; Norman, 2000; Zalles et al, 2006)

SINONIMOS: Kiswara, Quiswara, Quiswar (Norman, 2000; Zalles et al,
2006)

NOMBRES COMUNES: Kiswara, Qolli, Puna Kiswara, Ppaiim kolli,
Quiswara, Kolli, Colle, Culli, Orcco — quishuar (Girault, 1987; Oblitas,
1992; Norman, 2000; Zalles et al, 2006)
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3.4. 1. Clasificacion Taxondmica:

Reino: Vegetal
Sub Reino: Eucariota
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Loganiaceae
Sub — Clase: Asterales
Tribu: Buddlejaceae
Genero: Buddleja

Especie: Buddleja coriacea Rémy

3. 4. 2. Habitad

La especie vegetal Buddleja coriacea Rémy (Kiswara) se la puede encontrar
a altitudes mayores de 4.400 msnm en suelos rocosos, aridos y
semihumedos. Puede tolerar temperaturas menores de 0° C, vientos

constantes, pero es susceptible a la sequia (Mendoza, 2007).

3. 4. 3. Descripcion Botanica

Es un arbusto que en algunas areas puede alcanzar mas de 12 m de altura
y un diametro de 40 cm. Sus hojas son simples, opuestas, decusadas,
elipticas a oblongas de 3 — 5 cm de longitud y 1 — 1,8 cm de ancho; apice
obtuso o redondo, a veces agudo; base aguda, borde entero con 4 — 8 pares
de nervios secundarios impresos en el haz que es de color verde oscuro,
brillante y glabro; el envés presenta pulvurulencia farinosa de color blanco o

amarillento. La consistencia de la lamina es coriacea (Joker et al., 2002).
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El fruto es en capsula ovoide de color blancuzco a amarillo que contiene
alrededor de 90 semillas de color pajizo a pardo y muy pequefas. Hay cerca
de 10 millones de semillas por kg. Y la fructificacion empieza en mayo y

dependiendo de la localidad continua hasta julio — octubre (Mendoza, 2007).

3. 4. 4. Composicion Quimica
Segun bibliografia reportada de Buddleja coriAdcea Remy se aislaron dos
flavonoides glucésidos: Buddlenoide A (Fig. 4; 0,0001 %) y Buddlenoide B

(Fig. 5; 0,00006 %) fueron aisladas a partir de partes aéreas de la planta.
(Norman, 2000).

HO glucosa

E)

OH @)

Figura N° 4 Buddlenoide A
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Figura N° 5 Buddlenoide B

A menudo, las pruebas que se realizan para identificar alcaloides dan como
positivas para especies de Buddlejaceae, pero en estos casos es al parecer
debido a un falso positivo por la presencia de iridoides. De hecho, el unico
alcaloide que se ha aislado de esta familia es la Buddamina, vy
probablemente este se formd a partir del aucubin durante el proceso de la

identificacion (Norman, 2000).

3. 4.5. Distribucion

El género Buddleja se distribuye en los andes del Ecuador, Peru y Bolivia.
Segun la zona de vida crece en asociacion con muchas especies nativas
como el Alnus jorullensis “aliso”, la Cassia spp. “mutuy”, y Polylepis

ssp.”quenua’, etc. (Reynel et al, 1990)
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3. 4. 6. Formas de utilizacion

Su denso follaje le permite actuar como rompevientos y proteger de las
heladas a otras plantas cultivables. Los brotes jévenes son usados como
forraje (Joker et al., 2002). Por su solidez, se la puede emplear como
madera en construcciones rurales y por su resistencia a la humedad del
suelo y al agua, se le utiliza en postes para cercos y compuertas, asi como

en canales de riego.

La “Kiswara” no es empleada para la alimentacién del ganado, por lo que es
un arbol adecuado, para brindar abrigo y sombra a otras especies. (CIED,
2005). Segun un informe de la Agencia Japonesa de Recursos Naturales el
“colle negro”, es una especie que resiste el ataque de: insectos, ganado y
los animales silvestres (Green, 2002). En medicina popular, las hojas de
‘Kiswara” hervidas junto con hojas de “quefiua” se emplean para el
tratamiento de dolores reumaticos; se toma la infusion o se usa para lavar la
parte afectada (CIED, 2005). Ademas de emplearse para la diarrea, heridas,
ulceras, infeccién de la matriz, fiebre, resfrid, problemas hepaticos, mal de
prostata (Sagaseta, 1996); diabetes, dolor de estomago y tos (Vandebroek
et al, 2003)
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3. 4. 7. Usos Etnobotanicos y Farmacoldgicos

Tabla N° 2. Principales usos etnobotanicos y farmacolégicos de la especie
Buddleja coriacea Remy (Montalvo, 2006).

ACCION

PARTE UTILIZADA

FORMA DE ADMINISTRACION

ANALGESIA:

Alivia la tos, gripe, dolor de
garganta.

Alivia  dolores  reumaticos
artritis y gota.

Dolores post — parto.

ANTIINFLAMATORIO:
Inflamacion de prostata
Inflamacién de los ovarios

Cistitis

ANTINFECCIOSO -
ANTISEPTICO:
Lavado de heridas
ulceradas.
Cicatrizante

Diarrea

Infeccion vaginal y via
Urinaria.

Infeccion de la matriz

Hojas y corteza

Hojas y corteza

Flores

Hojas, cortezas y flores
Hojas y flores

Hojas y corteza

Hojas

Hojas, corteza y raiz

Hojas

Hojas y flores

Hojas

Infusion

Infusién y Decoccion

Infusién

Infusion
Decoccion

Infusién

Decoccion

Machacados e infusion

Decoccién

Infusion

Decocciodn
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Astringente para heridas Hojas Decoccion
Enfermedades venéreas Hojas y flores Infusion
Gonorrea Corteza Infusion
DERMATOLOGICA:

Verruga Hojas y flores Infusioén
OTRAS ACCIONES:

Hidropesia Flores Infusion
Hemorragias post - parto Flores Infusion
Anemia y clorosis Flores Decoccién

3. 5. INTERACCION DE PLANTAS CON FARMACOS

El uso de plantas se incrementd ampliamente en los ultimos afios en la
medicina, ya sea tanto por razones econémicas como por la valoracion de la
medicina tradicional. Este uso frecuente es debido a la creencia de que las
plantas carecen de efectos adversos, son adecuadas para cualquier tipo de

paciente y no requieren cuidadosa dosificacién (Ragone et al, 2006).

En la literatura médica son escasos los articulos o notificaciones de casos
sobre los efectos adversos de interaccidon de plantas medicinales con
farmacos. Y si a esto le afiadimos la falta de datos experimentales, estudios
controlados y la percepcidén de su prevalencia es dificil o casi imposible de
hallar (Garrido, 2008).

Con el reconocimiento de estos beneficios aparece el reconocimiento del
riesgo, cuyo conocimiento se ve dificultado porque las plantas, crudas o

extractadas pueden contener mezclas complejas de sustancias quimicas
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organicas que incluyen: acidos grasos, esteroles, alcaloides, flavonoides,
glicésidos, saponinas, taninos y terpenos. Cualquiera de los componentes
mencionados puede tener una actividad biolégica en humanos (Garrido,
2005).

Ademas, el procesamiento de estas plantas utilizando medios fisicos como
decoccion o hervido puede alterar la actividad farmacologica de los
constituyentes organicos, que también pueden verse afectados en su
concentracion dependiendo de factores ambientales de cultivo o localizacion
como caracteristicas del suelo, humedad y temperatura ambiente, altitud,
etc. y de la parte del vegetal utilizado (hojas, tallos, flores, raices, semillas)
(Tres, 2006).

Por su actividad farmacoldgica las plantas medicinales podrian interaccionar
con farmacos convencionales. Los mecanismos por los que se producen
son complejos y, a menudo, hay mas de uno implicado. Pueden dividirse en
farmacocinéticos o farmacodinamicos, si afectan a procesos de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecidn, o si afectan al sitio de accién o su

accion farmacolégica (Tres, 2006).

El empleo de plantas con actividad antiinflamatoria, y su aplicaciéon conjunta
con farmacos antiinflamatorios podrian disminuir los efectos adversos de los
farmacos antiinflamatorios, controlando mas eficazmente la inflamacién.
(Lafore, 2005).

Por otro lado las interacciones farmacocinéticas, son debidas a alteraciones
en la absorcién, distribuciéon, biotransformacion o excrecion de uno de los
farmacos o principios activos de las plantas (Panzarelli, 2006). Este tipo de

interacciones podran tener tanto efectos beneficiosos (incremento en las
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concentraciones plasmaticas de farmacos con baja biodisponibilidad) como
perjudiciales (incrementos en las concentraciones plasmaticas con riesgo de
toxicidad o reduccion de las mismas dando lugar a ineficacia terapéutica)
(Tuset, 2006).

Las interacciones farmacodinamicas entre farmacos y plantas resultan de
efectos: aditivos (cuando ambos son activos y la respuesta es igual a la que
se podria predecir por la accion de los dos), sinérgicos (cuando ambos son
activos y la respuesta es mayor a la que se podria predecir por la accidén
combinada) o antagonicos (cuando son activos uno o los dos, pero la
respuesta observada es menor a la esperada) (Stockley, 2004). Y este tipo
de interacciones pueden ser beneficiosas, cuando producen una mejora de
la respuesta terapéutica, o perjudiciales cuando lo que aumenta es la
toxicidad (Tuset, 2006)
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4.

OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antiinflamatoria e interaccién de los extractos

Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de la planta Buddleja

coriacea Rémy con el farmaco dexametasona en ensayos de edema plantar

y auricular en modelo murino.

4. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar los principales metabolitos secundarios de los extractos
Hidroalcohodlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de la especie

Buddleja coriacea Rémy.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto
Hidroalcohdlico/Diclorometano de la planta Buddleja coriacea Rémy
mediante los ensayos de edema plantar y auricular en modelo

murino.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto Hidroalcohdlico de la
planta Buddleja coridcea Rémy mediante los ensayos de edema

plantar y auricular en modelo murino.

Evaluar la interaccion de la actividad antiinflamatoria del extracto
Hidroalcoholico de la planta Buddleja coridcea Remy con el farmaco
dexametasona mediante los ensayos de edema plantar y auricular en

modelo murino.
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5. Evaluar la interaccion de la actividad antiinflamatoria del extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de la planta Buddleja coriacea Remy
con el farmaco dexametasona mediante los ensayos de edema

plantar y auricular en modelo murino.
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5. DISENO METODOLOGICO

Recoleccion e Identificacion de la
especie en estudio en el Herbario

Nacional

A 4

Preparacion de los extractos en
solvente organico y acuoso

A 4

Ensayos bio

farmacolégicos

A 4

Edema plantar en modelo
murino

A 4

Edema auricular en modelo
murino

A 4

Interaccion de extractos con Dexametasona

A 4

Célculos y Analisis Estadistico

A 4

Validacion y Efecto
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6. MATERIAL Y METODOS

6. 1. PROCESAMIENTO EXTRACTOS DE Buddleja coriacea Rémy

6. 1. 1. RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL

La especie vegetal se colecto de la provincia Los Andes de la localidad de
Pucarani que se encuentra a 55 Km. de la ciudad de La Paz a 3800 msnm.
La época del afio en que se realizo la recoleccion fue en época de

primavera.

Una muestra de la especie (tallo, hojas, flores y fruto) fue llevada al Herbario

Nacional de Bolivia para su clasificacién y posterior autentificacion.

Posteriormente a esto se procedid al secado de la planta (Hojas) por un

periodo de 30 dias a una temperatura de 25 ° C privada de luz.

Los cuales fueron conservados, pulverizados y almacenados en perfectas
condiciones hasta su procedimiento que abarca las extracciones en medio
acuoso (Hidroalcoholico) y organico/acuoso

(Diclorometano/Hidroalcoholico).

6. 1. 2. PREPARACION DE EXTRACTOS DE Buddleja coriacea Rémy

6. 1. 2. 1. EXTRACTO HIDROALCOHOLICO (Acuoso) de Buddleja coriacea
Rémy

Se procedié a la seleccion de las hojas para su posterior molienda y
maceracion de 500 g de hoja con la mezcla etanol/agua, (70:30) en los
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volumenes de (2000 mL, 1000 mL, 1000mL) por el lapso de 3 dias, luego se
procedié a su filtracién y concentracién al vacié a presion reducida. La
solucion hidroalcohdlica obtenida se llevo a refrigeracion a — 50 © C por 5

dias para su posterior liofilizacion.

6. 1. 2. 2. EXTRACTO DICLOROMETANICO/HIDROALCOHOLICO

(Organico/Acuoso) de Buddleja coriacea Rémy

Se peso 500 g de hojas, para su maceracion con 1000 mL de Diclorometano
por el lapso de 3 dias, luego se procedio a su filtracion. Este procedimiento
se lo realizo por triplicado. Posteriormente se procedié a la maceracién con
la mezcla etanol/agua, (70:30) en volumenes de (2000 mL, 1000 mL, 1000
mL) por el lapso de 3 dias, luego se procedio a su filtracion y concentracion
al vacié a presion reducida. La solucion hidroalcohdlica obtenida se llevo a

refrigeracion a — 50 ° C para su posterior liofilizacion.

6. 1. 3. SCREENING FITOQUIMICO

’ Reaccién de Stiasny
Taninos T
Reaccion de la antipirina
—>
Saponinas » Espuma
Screening —»{ Flavonoides » Reaccion de Shinoda
Fitoquimico | |

—»| Alcaloides

A 4

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Liebermann —
Burchard

A 4

—» Terpenoides

Compuestos Sales de hierro
Fendlicos - nitrito sédico

A 4
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Estas pruebas se las realiz6 con el objetivo de determinar la presencia o
ausencia de los principales metabolitos secundarios mas importantes en los
extractos en estudio. Estos ensayos y técnicas, no indican la identificacién
en su totalidad del compuesto, pero si nos van a dar una primera
informacion esencial para descartar otro tipo de compuestos y acometer con

seguridad el empleo de determinados métodos.

6. 1. 3. 1. Taninos:

6. 1. 3. 1. 1. Reaccion de Stiasny

Reaccion que nos indica si la muestra de los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy presenta taninos
galicos, por su estructura en presencia de acido clorhidrico y formaldehido
al 30% en bafio maria durante 30 minutos, se solubilizan en forma de acido
y azucar. Y los taninos catéquicos, en presencia de este compuesto forman
unas masas algodonosas Ilamadas flobafenos, que nos indican

precipitacion, permitiendo su identificacion en la muestra.

6. 1. 3. 1. 2. Reaccion de la antipirina

La presencia de taninos galicos en los extractos de Buddleja coriacea Rémy
se la determino cualitativamente mediante reaccion de precipitado de 1 mg
de extracto en 1 mL de agua destilada en un tubo de ensayo con el reactivo
de la antipirina (1 gr. de antipirina y 1 gr. de citrato sédico en agua
destilada).

6. 1. 3. 2. Saponinas

La presencia de saponinas en los extractos de Buddleja coriacea R., se la
determino disolviendo 1 mg de extracto en 1 mL de agua destilada en un
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tubo de ensayo y se procede a agitar el tubo, se considera positiva si la
altura de la formacion de espuma es mayor a 5 mm después de 15 minutos

de su aparicion.

6. 1. 3. 3. Flavonoides

La existencia de flavonoides en los extractos de Buddleja coriacea Rémy se
determino disolviendo 1 mg de extracto en 1 mL de agua destilada en un
tubo de ensayo, para comprobar su presencia se uso el Reactivo de
Shinoda (Mg y HCI diluido) donde las coloraciones (rojo a amarillo) que se

generan indican la presencia de flavonoides.

6. 1. 3. 4. Alcaloides

Se tomo 1 mg de los extractos de Buddleja coriacea Rémy el cual se
disolvié en 1 mL de agua destilada en un tubo de ensayo, a la que se le
agrego unas gotas del reactivo de Dragendorff (yoduro doble de bismuto y
potasio) los que permiten la deteccion de alcaloides mediante un precipitado

rojo a naranja marron (Merk, 1972).

6. 1. 3. 5. Terpenoides

Los terpenoides de ambos extractos de Buddleja coriacea Rémy se los
determino disolviendo1 mg de extracto en 1 mL de agua destilada en un
tubo de ensayo, a la que se le agrego el Reactivo de Liebermann —
Burchard (anhidrido acético y de acido sulfurico). Este, se emplea para la
observacion de distintos compuestos organicos como, por ejemplo,

triterpenoides, (al revelar presenta una coloracion morada) cuya coloracion
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varia en el tiempo indica la presencia de un nucleo esteroidal o triterpenoidal
(Merk, 1972).

6. 1. 3. 6. Sales de hierro y nitrito sédico

Se afadio tricloruro férrico disuelto al 1 % en metanol o agua a los extractos
Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea
Rémy, la presencia de compuestos fendlicos: coloracién verde a azul

OScCuro.

La reaccidon del nitrito sodico consistio en poner los extractos
Hidroalcoholico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy
en una disolucion de NaNO; al 0,1 % en agua y frio. Una coloracion naranja

nos indica la presencia de compuestos fenolicos.

6. 1. 4. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina, nos permiti6 determinar los solventes y las
condiciones idéneas para un proponer un estudio mas profundo y realizar un
fraccionamiento en cromatografia en columna. Para su desarrollo se ha
seguido la técnica de gradiente de elusion, aumentando progresivamente la
polaridad del eluyente. De esta manera logramos, una separacion mas

amplia de los componentes, de la fase movil.

Los cromatégramas en capa fina se realiza con placas de 10 x 6 cm x 0.2
mm de gel de silice, 60 F 254 Merk, donde se sembrd una proporcion de
cada extracto en el orden siguiente: Diclorometano,
Diclorometano/Hidroalcohdlico, Hidroalcohdlico y la mezcla de todos los

extractos donde las fases moviles utilizadas fueron:
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Acetato de etilo/Metanol (6:4)

Acetato de etilo/Eter de petréleo (40:60)
n — Butanol/Acido acético/H,0 pes. (6:2:2)
Acetato de etilo (10)

El tiempo de migracién de las bandas cromatograficas fueron por 10 a 15

minutos dependiendo de la fase movil empleada.

Los depdésitos en las placas cromatograficas se visualizaron con el revelador

fisico:

Lampara de luz UV (254 nm)
Lampara de luz UV (365 nm)

Los depdsitos en las placas cromatograficas se revelaron con el revelador

quimico:

Acido sulfurico 5 % gp

6. 2. ENSAYOS EXPERIMENTALES IN VIVO

6. 2. 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el desarrollo del trabajo se emplearon ratones albinos cepa Swiss
adultos machos exocriados, convencionales con un peso corporal promedio
entre 25 - 30 g.

Los animales se mantuvieron bajo un ciclo alterno de luz y oscuridad cada

12 h, la temperatura estuvo controlada entre 20 — 25 ° C, con una dieta
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equilibrada en concentrados (pellet) y agua ad libitum. Después del periodo
de adaptacion los animales se distribuyeron en los diferentes grupos de
acuerdo a sus pesos corporales, el alimento les fue retirado 4 h antes de los

tratamientos.

6. 2. 2. DOSIS LETAL MEDIA

Se separo 10 lotes de ratones, cada lote presento 5 ratones, a los cuales se
procedié al correspondiente marcaje, se les retiro el alimento a los animales

por lo menos 4 horas antes de la experiencia.

A los grupos uno, dos, tres y cuatro se les administrara las concentraciones
de 0.5g/Kg, 1.5g/Kg, 2.5g/Kg y 3g/Kg del extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coriacea Rémy por via oral. A los grupos cinco, seis, siete y ocho
se les administrara 0.5g/Kg, 1.5g/Kg, 2.5g/Kg y 3g/Kg del extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea Rémy por via oral.

Se verifico la supervivencia de cada grupo o muerte de cada animal al cabo
de 1h, 2h, 24h, 48h de la administracion. Cabe resaltar que esta experiencia

se la realizo por triplicado para obtener datos confiables y seguros.

6. 2. 3. MODELO DE INFLAMACION AGUDA (EDEMA AURICULAR
PRODUCIDO POR ACEITE DE CROTON)

Se separo 6 lotes de ratones, cada lote presento 5 ratones, a los cuales se

les realizo el correspondiente marcaje.

Se administro una solucion fisiologica isotonica (9%) 0.1 mL/10 g por via

oral al grupo uno. Al grupo dos se administro una soluciéon de dexametasona
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4 mg/Kg por via intraperitoneal veinte minutos antes de producirle la
inflamacion. A los grupos tres, cuatro se administro 3 g/Kg de los extractos
Hidroalcoholico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy

respectivamente por via oral.

A los Grupos 5 y 6 se administro el extracto y la dexametasona a las dosis

ya mencionadas.

Después de una hora administro a todos los grupos 20 uL de aceite de
croton en el pabellon auditivo derecho del raton (10 uL interno y 10 uL
externo) (CYTED 2002). Transcurridas las cuatro horas, los animales son
sacrificados por dislocacién cervical y con ayuda de un sacabocados, se
corto una porcion circular de la oreja inflamada e idénticamente la otra oreja
no inflamada, estas fueron llevadas a pesar en una balanza analitica para

hallar el porcentaje de inflamacion.

Para la valoracién de los resultados, se calculo el peso de las dos orejas de

cada ratén, tratada y sin tratar segun la siguiente formula:

Tx 100
% Inflamacion = -100
ST

Donde T es el promedio de los pesos de las orejas tratadas (derecha) y ST

es el equivalente a las orejas sin tratar (izquierda).

C-T
% Inhibicién = ---------------- x 100
C
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Donde C es el valor medio del porcentaje de inflamacion de los animales del

grupo control y T es el de los animales del grupo problema

6. 2. 4. MODELO DE INFLAMACION AGUDA (EDEMA PLANTAR
INDUCIDO POR CARRAGENINA)

Se separo 6 lotes de ratones, cada lote presento 5 ratones, a los cuales se
procedié al correspondiente marcaje y se midié el volumen plantar inicial de
la pata derecha con un pletismometro. Se administro una solucion fisiologica
isotdénica 0.1 mL/10 g por via oral al grupo uno. Al grupo dos una solucion
de dexametasona 4 mg/Kg por via intraperitoneal 20 minutos antes de
producir el edema. A los grupos tres, cuatro se administro 3 g/Kg por via
oral de los extractos Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de

Buddleja coriacea Rémy respectivamente.

A los Grupos 5 y 6 se administrara el extracto de Buddleja coriacea R. y la

dexametasona a las dosis ya mencionadas.

Después de una hora, se administro a los 6 grupos, 0.05 mL de carragenina
al 1.5 % disuelto en solucion fisioldgica isotonica en la aponeurosis de la
pata derecha. Donde se realizo la medicion del volumen plantar de la misma
a la primera hora, a las tres horas, a las cinco horas y finalmente a las siete
horas con el pletismometro. Con los resultados obtenidos se hallo el
porcentaje de inflamacion e inhibicidon de la reaccion inflamatoria de la
carragenina (Sugishita et al. 1981; CYTED 2002).

El porcentaje de inhibicidon de la reaccién inflamatoria de la carragenina, se

calculo en la fase aguda, alas 1, 3, 5y 7 horas de la inyeccion de la misma.
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X control = X problema
% Inhibicion fase aguda = x 100

X control

Por diferencia entre los volumenes de las patas medidas antes de la
produccion de la inflamacién y a los tiempos 1, 3, 5, y 7 h se calculo el

porcentaje de inflamacion producido, con la siguiente formula:

Vt-Vo
% Inflamacion = x 100
Vo

Vt = Volumen de la pata inflamada a un tiempo

Vo = Volumen normal

7. ANALISIS DE DATOS

Los resultados se expresaron como la media aritmética + la media del error
estandar (SEM) de cada grupo y el anadlisis estadistico se realizo con la
prueba de t — student. Niveles de probabilidad menores de 0.05 fueron

considerados como estadisticamente significativos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8. 1. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Buddleja coriacea Rémy:

Tabla N° 3. Rendimiento de extracto acuoso y organico/acuoso de Buddleja

coriacea Rémy.

Extractos de la especie Buddleja coriacea Extracto

Rémy Planta seca liofilizado Rendimiento
Extracto Hidroalcohdlico 500 g 86.488 g 17.21 %
Extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico 500 ¢ 37.869 ¢ 8.48 %

Area de Fitoquimica. Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas, UMSA, 2008

El rendimiento de Buddleja coriacea Rémy fue: en el extracto
Hidroalcohdlico se obtuvo un 17.21 % que equivale 86.488 g de extracto y
mientras que en el extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico se obtuvo el 8.48
% que equivale 37.869 g de extracto. Como se puede observar el extracto
Hidroalcohdlico presento un mayor rendimiento que el extracto

Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy.

Con respecto a estos resultados se conoce que el rendimiento de la especie
vegetal va siempre determinado por el solvente utilizado para su extraccion

ademas de la naturaleza de la planta a extraer (Martinez, 2005).

8. 2. SCREENING FITOQUIMICO

En cuanto al screening fitoquimico para la caracterizaciéon de los principales
metabolitos secundarios que se realizo a los extractos Hidroalcohdlico y

Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy se logro
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observar la presencia de: taninos catéquicos, saponinas, flavonoides, di —
terpenoides y alcaloides. De los cuales los di — terpenoides, saponinas,
flavonoides son los que se encuentran en mayor proporcion en la especie.
Aunque cabe resaltar que se le atribuye a los flavonoides la actividad

antiinflamatoria (Guillermo, 2002).

Tabla N° 4. Screening Fitoquimico de los extractos (Hidroalcohdlico y

Diclorometano/Hidroalcohdlico) de la especie Buddleja coriacea R.

Extracto
Extracto Hidroalcohélico de Diclorometano/Hidroalcohdlico
Ensayo Buddleja coriacea R. de Buddleja coriacea R.
Taninos + +
Saponinas ++ ++
Flavonoides ++ ++
Alcaloides + +
Di - Terpenos +++ ++
Compuestos
fenolicos ++ -

-: Negativo; +: Poco; ++: Moderado, +++: Abundante.
Area de Fitoquimica; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioguimicas; FCFB. UMSA, 2008.

En un estudio fitoquimico realizado a la especie Buddleja globosa que
pertenece a la familia de la Buddleja coriacea Rémy se identificaron:
terpenoides, irinoides, acubina, feniltanoides, verbascosido, echinacosido,
flavonoides, linarina luteolina, 6 OH — luteolina presentes en extractos
acuosos e hidroalcohdlicos de sus hojas (Letelier et al, 2006) dato que
resulta ser importante para el estudio que realizamos de la especie Buddleja

coriacea Rémy.
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8. 3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Los resultados que se obtuvieron de la cromatografia en capa fina de los
extractos Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de la especie

Buddleja coriacea Rémy

Los resultados obtenidos se expresaran de la siguiente manera:

DDH H M DDH H M DDH H M D DH H M

Fotografia N° 1. Placas cromatograficas de extractos de Buddleja coridcea Remy. De
izquierda a derecha: D = Extracto Diclorometano de Buddleja coridcea R.; DH = Extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea R.; H = Extracto Hidroalcohdlico de

Buddleja coriacea R.; M = Mezcla de todos los extractos (D, DH y H)

En la fotografia N° 1 se puede observar placas sin el empleo de reveladores
quimicos o fisicos. En la placa numero 4 en la cual se uso la fase movil 4 se
puede evidenciar la separacién clara de bandas en los extractos, lo que no
ocurre con las de mas placas donde no se observa separaciones de
bandas. Lo que nos indicaria que la fase movil 4 (Acetato de Etilo — Eter de
Petréleo 40/60) resulta ser ideal para la separacién de los componentes

quimicos presentes en los extractos de la especie Buddleja coriacea Rémy.
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DDH H M DDHH M D DH H M D DH H M

Fotografia N° 2. Placas cromatograficas de extractos de Buddleja coriAcea Remy. De
izquierda a derecha: D = Extracto Diclorometano de Buddleja coridcea R.; DH = Extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea R.; H = Extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coridcea R.; M = Mezcla de todos los extractos (D, DH y H) Visualizadas con una

lampara de Luz Ultravioleta, longitud de onda 254 nm.

En |a fotografia N° 2 se puede observar con el revelador de luz ultravioleta
en la placa numero 4, 1a separacion de bandas en los extractos como en el
patron que en este caso es la mezcla de los extractos, lo cual nos daria uma
pauta de que la fase movil N° 4 es |4 ideal para separar los metabdlitos

presentes em los extractos de la espécie Buddleja coriacea Rémy.
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O DH H M DDH H M D DH H M D DH H M

Fotografia N° 3. Placas cromatograficas de extractos de Buddleja coriAcea Remy. De
izquierda a derecha: D = Extracto Diclorometano de Buddleja coridcea R.; DH = Extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea R.; H = Extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coriacea R.; M = Mezcla de todos los extractos (D, DH y H) Visualizadas con una

lampara de Luz Ultravioleta, longitud de onda 365 nm.

De la fotografia N° 3 se observa en las placas 2 y 3 la presencia de
flavonoides en los extractos Diclorometano/Hidroalcohdlico y en el extracto
Hidroalcoholico de Buddleja coridcea Rémy caracteristicos por presentar

bandas de color verde fosforescente a la longitud de onda de 365 nm.

La técnica cromatografica, de modo particular la cromatografia en capa fina,
es muy utilizada para la caracterizacion de los compuestos flavonoides. El
revelado de los cromatégramas se realiza por observacidon de la
fluorescencia al UV a 366 nm (Villar, 1999). Estos se ubican principalmente
en las hojas y en el exterior de las plantas, apareciendo soélo rastros de ellos
en las partes bajas de la planta por encima de la superficie del suelo
(Martinez et al, 2002).

Entre las numerosas sustancias aisladas a partir de plantas, los flavonoides

representan uno de los mas importantes grupos de compuestos con
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actividad farmacoldgica. Poseen una alta reactividad quimica que se
manifiesta por sus efectos sobre diferentes sistemas bioldgicos (Villar,
1999). Las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides se deben a su
accion antioxidante y a su habilidad de actuar contra las histaminas y otros
mediadores de inflamacion, como las prostaglandinas y los leucotrienos
(Martinez, 2005).

vy Wy
| .
I‘
-
B e H

b bHH M DDHH M DDH H M D DH H M

Fotografia N° 4. Placas cromatograficas de extractos de Buddleja coriacea Remy. De
izquierda a derecha: D = Extracto Diclorometano de Buddleja coriacea R.; DH = Extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea R.; H = Extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coridcea R.; M = Mezcla de todos los extractos (D, DH y H) Visualizadas con un

Revelador Quimico: Acido Sulfurico al 5%.

Gracias al revelador quimico se puede evidenciar claramente las bandas en
cada una de las cuatro placas, ademas de poder facilitar la obtencién de los
Rf de cada banda. En este caso los Rf es un dato mas para corroborar las
bandas de flavonoides encontrados en los extractos Hidroalcohdlico y

Diclorometano/Hidroalcoholico de Buddleja coridcea Remy.

Los Rf obtenidos en DH (extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de

Buddleja coriacea Rémy) es de 0,756 que se redondea a 0,8 y de 0,666 que
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se redondea 0,7. Los Rf obtenidos en H (extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coriacea Rémy) es de 0,8 y de 0,705. Estos Rf nos darian la pauta
de que probablemente se trata de flavonoides. En estas condiciones los

glicésidos de flavonoides presentan un Rf alto (Martinez, 2005).

Con el revelador quimico, acido sulfurico concentrado, los flavonoides dan
soluciones intensamente amarillas tal como se puede apreciar en la
fotografia (Villar, 1999).

A los flavonoides presentes en los extractos de la especie Buddleja coriacea
Rémy podriamos atribuirles la actividad antiinflamatoria y si comparamos
nuestros resultados con un estudio realizado a la especie Buddleja cordata
HBK de la cual se aisl6é los componentes: los flavonoides como la linarina,
con efecto diurético y antiinflamatorio; irinoides como la acubina que es
antiséptica; sesquiterpenos con efectos pesticidas; fenilpropanoides como
los acidos hidrocianamicos: p — cumarico, cafeico, ferulico y sinapico
aislados de extractos acuoso y metandlico (Diaz et al, 2000) corroboramos

nuestro estudio.
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8. 4. ENSAYOS EXPERIMENTALES IN VIVO

8.4. 1. DOSIS LETAL MEDIA

8. 4. 1. 1. Dosis Letal Media del extracto Hidroalcohdlico de Buddleja

coriacea R.

Tabla N° 5. Muerte o supervivencia de los animales administrados con el

extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea R.

Tiempo 0,5g/Kg 1,59/Kg 2,59/Kg 3g/Kg

Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos

1h 5 0 5 0 5 0 5 0
2h 5 0 5 0 5 0 5 0
24h 5 0 5 0 5 0 5 0
48h 5 0 5 0 5 0 5 0

Area de Farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.

En las dosis ensayadas: 0,59/Kg; 1,5g/Kg; 2,59/Kg y 3g/Kg con el extracto
Hidroalcohodlico de la especie vegetal Buddleja coriAcea Remy no se
observaron decesos de los animales de experimentacién durante las 48

horas de observaciéon de la prueba dosis letal media.

Segun los resultados obtenidos de la prueba de dosis letal media se da a
conocer que el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy no es
toxico al no producir muerte en las dosis ya mencionadas, lo que indica que
el DLsy es superior a las dosis ensayadas. En la autopsia realizada no se

encontraron evidencias de alteraciones patolégicas en los 6rganos
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analizados. Por lo que se la puede recomendar para seguir realizando
estudios e incluso para el consumo en la medicina tradicional ya que no se
encontraron indicios de que esta planta pueda ser toxica a las dosis ya
mencionadas aunque se sabe que todos los productos quimicos o farmacos
en cantidades suficientes son capaces de originar lesiones o incluso la
muerte (Martinez et al, 2000).

En cuanto a las observaciones realizadas a los animales de
experimentacion se observo que después de la administracion de los
extractos se observd que los animales presentaron piloereccion, aumento
en la miccion, un ablandamiento de las heces y un incremento en la
defecacion en las dosis maximas ensayadas que persistido durante las 48

horas.

8. 4. 1. 2. Dosis Letal Media del extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de

Buddleja coriacea R.

Tabla N° 6. Muerte o supervivencia de los animales administrados con el

extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea R.

Tiempo 0,5g/Kg 1,59/Kg 2,59/Kg 3g/Kg

Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos

1h 5 0 5 0 5 0 5 0
2h 5 0 5 0 5 0 5 0
24h 5 0 5 0 5 0 5 0
48h 5 0 5 0 5 0 5 0

Area de Farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.
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En las dosis ensayadas: 0,59/Kg; 1,5g/Kg; 2,5g/Kg y 3g/Kg con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de la especie vegetal Buddleja coriacea
Remy no se observaron decesos ni cambios en el comportamiento de los
animales de experimentacion. Por tanto los resultados que se obtuvieron
con respecto al DLsy es cero en las dosis ensayadas, ya que no hubo
muerte en ningun grupo tratado con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea Rémy por lo que quiere
decir que la dosis letal media esta por encima de 3 g/Kg del extracto
Diclorometano/Hidroalcohodlico de Buddleja coriacea Rémy por tanto se

puede considerar como seguro el empleo de la misma.

Lo que se observd en los animales de experimentacion (ratones) fue un
aumento en la miccion y defecacién ademas de la pilé ereccidn del pelaje de
los ratones. En la autopsia realizada no se encontraron evidencias de
alteraciones patoldgicas en los 6rganos analizados, no se observo letalidad
en ninguna de las dosis ensayadas, lo que indica buena seguridad para el
uso de esté extracto en otras pruebas in vivo (Salas et al, 2007). En un
estudio realizado a la Buddleja globosa (Matico) los estudios de toxicidad
aguda del extracto metabdlico global y de citétoxicidad en distintas lineas

tumorales, dieron resultados negativos en ambos (Vargas et al, 2000).
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8. 4. 2. EDEMA AURICULAR INDUCIDO POR ACEITE DE CROTON

Figura N° 6. Porcentaje de inflamacion de los extractos: Hidroalcohdlico 3
g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg de Buddleja coridcea Rémy;
Dexametasona 4 mg/Kg segun el modelo de edema auricular inducido por

aceite de crotén.
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Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.

Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.

Los resultados obtenidos en la prueba de edema auricular inducido por
aceite de croton mostraron los siguientes porcentajes de inflamacion, siendo
78.05 % para el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea Rémy dato
que es estadisticamente significativo frente al grupo control que tiene 100 %
de inflamacion; el extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja
coriacea Rémy presenta un 71.96 % de inflamacion dato que es
significativo; la dexametasona revel6o un 44.10 % de inflamacion dato que
resulta ser estadisticamente significativo respecto con el grupo control
(p<0.05). El proceso inflamatorio desencadenado por la aplicacion tépica del

TPA (presente en el aceite de croton) se debe a la activacion de la proteina
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cinasa C (PKC) dérmica, la cual inicia la respuesta inflamatoria (Salama et
al, 1994).

Todos los agentes antiinflamatorios muestran actividad en este modelo de
edema auricular, pero principalmente los inhibidores duales COX/LOX,
aunque los inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) parecen ser mas
efectivos que los inhibidores de la lipoxigenasa (LOX) para reducir la
respuesta edematosa (Franco et al, 2007) (Medina et al, 2007) por lo que se
sugiere que posiblemente los extractos de la especie Buddleja coridcea

Rémy actuen a nivel de estas enzimas para inhibir la inflamacion.

Tabla N° 7. Porcentaje de Inhibicién de la inflamacion de los extractos:
Hidroalcoholico 3 g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg de Buddleja
coriacea Rémy; Dexametasona 4 mg/Kg segun el modelo de edema

auricular inducido por aceite de croton.

TRATAMIENTO ORAL
N° RATON  MEDIA + [SEM] % INHIBICION

Control 5 100 £ [0,002] -
Dexametasona 4 mg/Kg 5 4410 = [0,005] 55.9*
Ext. Hidroalcohdlico 3 g/Kg 5 78.05 +£[0,0029] 21.95*
Ext.

Diclorometano/Hidroalcohdlico

3 g/Kg 5 71.96 £ [0,004] 28,04*

Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.
Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.

En la Tabla N° 10 se muestran los resultados obtenidos con respecto al
porcentaje de inhibicién, mediante el modelo de edema auricular inducido
por aceite de crotén fue de 21.95 % y 28.04 % para los extractos
Hidroalcohdlico, Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy
respectivamente. En el caso de la dexametasona se obtuvo un 55.9 % de
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inhibicion de la inflamacién. En ambos extractos se observa una notable
actividad antiinflamatoria, pero no se comparan a la actividad
antiinflamatoria de la dexametasona donde se observo mayor actividad. En
un estudio realizado en los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de hojas de
la especie Buddleja globosa Hope muestran una fuerte actividad
antioxidante que de cierta manera esta ligado al proceso inflamatorio, como

cicatrizante de heridas de piel (Letelier et al, 2006).

Figura N° 7. Porcentaje de inflamacion de los extractos: Hidroalcohdlico 3
g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg de Buddleja coridcea Rémy;
dexametasona 4 mg/Kg; interacciones de dexametasona con extractos de
Buddleja coridcea Rémy segun el modelo de edema auricular inducido por

aceite de croton.
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Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.
Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.

Los resultados que se obtuvieron de respecto al porcentaje de inflamacion,
mediante el modelo edema auricular inducido por aceite de croton, en el
caso de los extractos Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de
Buddleja coriacea Rémy se tiene 78.61 % y 68.98 % respectivamente datos

son de significancia con respecto del grupo control que se obtuvo 100 %. A
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comparacién con el estudio realizado del extracto metandlico de Buddleja
globosa en Chile demostraron que esta planta tiene actividad
antiinflamatoria de un 61.4% (Backhouse et al, 2008) El extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy dio una mayor
actividad antiinflamatoria del que se podria decir que es el mejor extracto.
Del estudio realizado en Chile se dedujo que el extracto diclorometano de la
especie de Buddleja globosa Hope inhiben la ciclooxigenasa 2 y la
lipooxigenasa enzimas involucradas en la inflamacion (Letelier et al, 2006),
ademas ha presentado actividad antiinflamatoria in vitro, inhibiendo tanto la

ciclooxigenasa (COX) como la lipooxigenasa (LOX) (Liao et al, 1999).

La dexametasona dio un 36.65 % de actividad antiinflamatoria resultando
ser estadisticamente significativo con respecto al grupo control, en el caso
de las interacciones de los extractos  Hidroalcohdlico vy
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy con la
dexametasona son: 54.36 % y 31.92 % ambos son estadisticamente
significativos respecto con el control (p<0.05) aunque no se encontraron
investigaciones en la que hayan realizado interaccién de esta especie con
algun farmaco, y a decir verdad existe poca informacién acerca de la
interaccién de las plantas con farmacos; sobre todo porque los estudios con
farmacos raramente lo consideran potenciales a este tipo de interaccion y
no se tiene mucha experiencia clinica ni preclinica con la combinacién de

planta y farmaco (L6épez, 2006).

En diferentes partes del mundo existen datos sobre el uso de plantas con
fines medicinales pero no hay datos de plantas con farmacos (Rodriguez et
al, 2005).
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Tabla N° 8. Porcentaje de inhibicion de la inflamacién de los extractos:
Hidroalcohdlico 3 g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg de Buddleja
coriacea Rémy; dexametasona 4 mg/Kg; interacciones de dexametasona
con extractos de Buddleja coridcea Rémy segun el modelo de edema

auricular inducido por aceite de croton.

Tratamiento Oral N° Raton Media + [SEM] % Inhibicion
Control 5 100 £ [0,03] -
Dexametasona 4 mg/Kg 5 36.65 + [0,02] 63,34*
Ext. Hidroalcohdlico 3 g/Kg 5 78.61+ [0,02] 21,39*
Ext 5 68.98 +[0,02] 31,02*
Diclorometano/Hidroalcohdlico 3 e ’
g/Kg
Dexametasona + Hidroalcohdlico S 54.36 £ [0,02] 45,63 *

Dexametasona + 5 31.92 +[0,02] 68.08*

Diclorometano/Hidroalcohdlico
Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.

Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioguimicas; FCFB. UMSA, 2008.

En la tabla N° 11 se muestra los resultados de inhibicion de la inflamacion
que se obtuvieron en los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy fueron 21.39 % y
31.02 % datos que resultaron ser significativos, en el caso la dexametasona
revelo un 63.34 % de inhibicion de la inflamacion siendo este resultado
significativo (p<0.05). Pero si comparamos la actividad antiinflamatoria de
los extractos con la actividad de la dexametasona no se asemejan a esta.
Ya que el irritante empleado en este modelo se relaciona con liberacion de
histamina, serotonina y derivados del acido araquidénico (AA), en especial
prostaglandinas, dichos extractos podrian actuar afectando fosfolipasa A2 y
ciclooxigenasa, entre otros posibles mecanismos de accién antiinflamatoria,

lo que requiere mayor estudio para su confirmacion (Gonzalez et al, 2007).
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La presencia de compuestos fendlicos y saponinas en los extractos podrian
ser los principales responsables del efecto antiinflamatorio (Castafieda et al,
2002). Refiriendonos especificamente a los flavonoides que son moléculas
dotadas de propiedades redox, caracterizadas por tener un potencial no
siempre bien establecido, y que podria explicar muchas de las
participaciones de estas moléculas en procesos fisiopatoldgicos
inflamatorios (Bors, et al. 1995). Son capaces de modular el metabolismo
del acido araquiddénico de las membranas celulares, actuando sobre los
radicales peroxidos formados (impiden la peroxidacién lipidica enzimatica),
0 bien inhibiendo alguna de las oxidasas responsables de su
metabolizacidn, la ciclooxigenasa, que es la responsable de la generacion

de PGs, o las lipoxigenasas (Silvan, 1996).

En las interacciones de los extractos Hidroalcohdlico vy
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy con la
dexametasona fueron 45.64 % y 68.08 % ambos resultaron ser significativos
pero no se observa una interaccion considerable, estos datos resultan ser
interesantes ya que seria el comienzo en el campo de la investigacion
aunque no se sabe con certeza si existen o no efectos adversos
(Williamson, 2001). Existe una urgente necesidad de seguir in vitro e in vivo
las investigaciones para comprender plenamente las interacciones
clinicamente significativas o si tienen el potencial de causar efectos

adversos o toxicidad (Anke et al, 2004).

8. 4. 3. EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA
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Figura N° 8. Porcentaje de inflamacién de los extractos: Hidroalcoholico 3 g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico

3g/Kg de Buddleja coriacea Rémy; dexametasona 4 mg/Kg; interacciones de dexametasona con extractos de

B. coridcea Rémy segun el modelo de edema plantar inducido por carragenina.
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Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.

Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008
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Los resultados obtenidos en esta prueba edema plantar inducido por
carragenina son: a la primera hora los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy muestran un
porcentaje de inflamacién de 68.51 % y 59.30 % respectivamente, datos
que resultan ser estadisticamente significativos con respecto al grupo
control en el que se obtuvo un porcentaje de inflamacién de 87.09 %, en el
caso del farmaco dexametasona se obtuvo un porcentaje de inflamacion
de 58.76 % lo que quiere decir que es estadisticamente significativo con

respecto al grupo control (p<0.05).

A las 3 horas los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy muestran un
porcentaje de inflamacion de 94.56 % y 78.49 % respectivamente, ambos
datos son estadisticamente significativos con respecto al grupo control en
el que se obtuvo un porcentaje de inflamacion de 106.10 %, la
dexametasona mostré 77.41 % de inflamacién dato que resulta ser

estadisticamente significativo con respecto al grupo control (p<0.05).

A las 5 horas los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy se obtuvo un
porcentaje de inflamacion de 89.75 % y 79.06 % respectivamente, ambos
datos son estadisticamente significativos con respecto al grupo control en
el cual se obtuvo un porcentaje de inflamacion de 109.64 %, en el caso del
grupo al que se administro dexametasona obtuvo un porcentaje de
inflamacion de 75.46 % dato que resulta ser estadisticamente significativo

con respecto al grupo control (p<0.05).
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A las 7 horas los extractos Hidroalcohdlico, Diclorometano/Hidroalcohdlico
de Buddleja coridcea R. y dexametasona muestran un porcentaje de
inflamacion de 88.10 %, 77.72 % y 69.44 % respectivamente, datos son
estadisticamente significativos con respecto al grupo control del cual se
obtuvo 105.60 % de inflamacién (p<0.05). Como este modelo se relaciona
con activacion de mastocitos, liberacion de cininas, mediadores como
histamina, derivados del acido araquidénico y especies de oxigeno
reactivas, dichas fracciones podrian contener moléculas con capacidad de

modulacién sobre dichos blancos (Gonzalez et al, 2007).

Tabla N° 9. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de los extractos
(Hidroalcohdlico 3 g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg) de Buddleja
coriacea Rémy; dexametasona 4 mg/Kg. segun el modelo de edema

plantar inducido por carragenina.

Tratamiento oral A del volumen plantar (media £ S.E.M.) [Porcentaje de

Inhibicion]
1h 3h 5h 7h
Control 444 +0,37 4,88+0,27 4,97+0,28 4,88+0,31
3,86+0,24 430+0,30 4,25+0,15 4,10+0,23
Dexametasona 4mg/Kg [32,53] [27,04]* [31,177 [34,24]*
Ext. Hidroalcoholico 3g/Kg 3,95+0,34 4561024 4451018 4,41+0,19
[21,34] [10,88]* [18,15]* [16,57]*
Ext.
Diclorometano/Hidroalcohdlico
3g/Kg 390+0,48 4,38+0,41 4,39+0,23 4,36 +0,21
[31,91] [26,02]* [27,901* [26,40]*

Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.

Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008
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En cuanto a los resultados expresados en la tabla N° 12, del porcentaje de
inhibicion de la inflamacion de los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy a la primera
hora se obtuvo un 21.34 % y 31.91 % de inhibicion de la inflamacién de los
cuales ambos extractos resultaron ser estadisticamente significativos y el
extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico presenta semejante actividad al
farmaco. En el caso del farmaco dexametasona presenta 32.53 % de
inhibicion de la inflamacién, dato que resulta ser estadisticamente

significativo (p<0.05).

A las 3 horas se obtuvo un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de
1088 % y 26.02 % de los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy, para el
farmaco dexametasona se obtiene 27.04 % de inhibicion de la inflamacién,
datos que no resultan ser estadisticamente significativos (p<0.05), y el
extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico presenta similar actividad

antiinflamatoria al farmaco dexametasona.

A las 5 horas se obtuvo un porcentaje de inhibiciéon de la inflamacion de
1815 % y 2790 % de los extractos Hidroalcohdlico vy
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy, para la
dexametasona se tiene 34.24 % de inhibicion de la inflamacion, datos que
resultan ser estadisticamente significativos (p<0.05) aunque ninguno de
los extractos alcance la actividad antiinflamatoria del farmaco a las cinco

horas.

Al cabo de 7 horas se tiene un porcentaje de inhibicién de la inflamacién
de 16.57 %, 26.40 % y 34.24 % para el extracto Hidroalcohdlico,
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Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja corihdcea R. y para la
dexametasona respectivamente, datos que resultan ser estadisticamente

significativos (p<0.05).

Por lo que los resultados del estudio farmacolégico demuestran que los
extractos de Buddleja coriAcea Rémy tienen actividad antiinflamatoria,
siendo capaz de inhibir la formacion del edema en la pata del raton
inducido por carragenina sabiendo que este mucopolisacarido
desencadena cuatro fases distintas: una fase inicial en la que se liberan
histamina y serotonina, una segunda fase mediada por cininas, una
tercera fase (alrededor de las cinco horas) en la cual se sospecha que se
liberen PGs y una cuarta fase vinculada con infiltracion local de neutrofilos
y activacién de ellos (Garrido, 2005) (Risco, 2006), de forma parecida a lo
que ocurre con la dexametasona aunque este corticoide tiene una
actividad antiinflamatoria marcada, y se sostiene la hipotesis que alguno
de los componentes presentes en dichos extractos sean los responsables
del efecto, actuando a nivel del foco inflamatorio por un mecanismo
indirecto, inhibiendo la enzima ciclooxigenasa y por lo tanto la biosintesis

de prostaglandinas esenciales en la inflamacion.
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Figura N°

9.
Diclorometano/Hidroalcohodlico 3g/Kg.)
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Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.

Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.
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Los resultados obtenidos en el modelo de edema plantar se tiene que al
cabo de la primera hora el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja
coriacea Rémy presento un porcentaje de inflamacion de 69.51 % vy el
extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy un
porcentaje de inflamacién de 61.30 % resultando ambos ser
estadisticamente significativos con respecto al control donde se obtuvo
un 93.43 % de inflamacion. En el grupo de la dexametasona se tiene un
62.88 % de inflamacién siendo estadisticamente significativo con
respecto al grupo control. Para el caso de la interaccion de la
dexametasona con el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea
Rémy se obtuvo un porcentaje de inflamacion de 77.97 % y para la
interaccién de la dexametasona con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy se tiene
60.92 % siendo en ambos grupos ser estadisticamente significativos

con respecto al control (p<0.05).

A cabo de las 3 horas se tiene un porcentaje de inflamaciéon para el
extracto Hidroalcohdlico de 93.15 % y para el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy, para el
grupo del extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea
Rémy se obtuvo un 77.49 % siendo ambos estadisticamente
significativo con respecto al grupo control donde se obtuvo un 102.68 %
de inflamacién esto se puede deber a que la actividad farmacologica de
las plantas medicinales esta lI6gicamente condicionada por la presencia
en ellas de determinadas moléculas activas con capacidad de unirse a
diferentes estructuras de los organismos vivos modificandolas, que no

es otra cosa que lo que hacen los farmacos de sintesis como la
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dexametasona (Ortega, 2007), el grupo de la dexametasona se obtuvo
un 74.59 % de inflamacion y en los grupos donde se realizo la
interaccion de la dexametasona con el extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coriacea Rémy y el grupo de la dexametasona con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy fueron 91.72
% y 77.41 % respectivamente todos resultaron ser estadisticamente

significativos con respecto al grupo control (p<0.05).

A las 5 horas de la prueba se tiene que el extracto Hidroalcohdlico de
Buddleja coridcea Rémy presenta una porcentaje de inflamacién 92.75
% y para el extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja
coriacea Rémy se obtuvo 80.06 % de inflamacion ambos son
estadisticamente significativos con respecto al control en el cual se
obtuvo 105.18 % de inflamacién. El grupo de la dexametasona se tiene
un 75.74 % de inflamacion y en los grupos donde se realizo las
interacciones se tiene 88.50 % y 82.67 % en la interaccion de la
dexametasona con el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea R.
y dexametasona con el extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de
Buddleja coridcea Rémy respectivamente, en ambos casos resulta ser
estadisticamente significativo con respecto al grupo del control (p<0.05)
y esto puede deberse a que la mayoria de las interacciones entre
plantas y farmacos afectan a la absorcién lo hacen reduciendo los
niveles del farmaco, bien sea por alteracion del pH digestivo, afectando
la motilidad o por la formacion de complejos no absorbibles (Tres,
2006).
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A las 7 horas se obtuvo un porcentaje de inflamacion del 89.10 % y
79.72 % en los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico  de Buddleja  coriAdcea  Rémy
respectivamente ambos son estadisticamente significativos con
respecto al grupo control. El grupo de la dexametasona presento un
porcentaje 69.90 % de inflamacién, los grupos en el que se realizo
interacciones se obtuvieron 80.84 % y 71.44 % de inflamacién en el
grupo de la interaccion de la dexametasona con el extracto
Hidroalcohodlico de Buddleja coriacea R. y dexametasona con el
extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy
respectivamente ambos resultaron ser estadisticamente significativos

con respecto al control (p<0.05).

Aunque los resultados de los extractos no hayan sido tan relevantes
como la dexametasona esto se puede deber a que los flavonoides
presentan una biodisponibilidad oral baja, posiblemente debido a una
pobre absorcién en el intestino y(o) un amplio metabolismo en intestino
y en higado (Garrido, 2005). Se sabe que los flavonoides son
polifenoles vegetales que han demostrado ser eficientes captadores de
radicales libres, protegiendo las defensas antioxidantes del organismo y
eliminando especies radicalarias que agravan los procesos
inflamatorios, comportandose como inhibidores de la peroxidacion
lipidica no enzimatica, catadores de radicales hidroxilos y superoxidos
(Silvan, 1996). Existen pocas investigaciones sobre el potencial de
interacciones de medicamentos con plantas que se hayan llevado a
cabo y las pruebas de una verdadera farmacodinamia de las mismas es
pobre (Anke et al, 2004).
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Tabla N° 10. Porcentaje de inhibicidon de la inflamacion de los extractos
(Hidroalcohdlico 3 g/Kg, Diclorometano/Hidroalcohdlico 3g/Kg) de
Buddleja coriAcea Rémy; dexametasona (4 mg/Kg); interacciones de
dexametasona con extractos de Buddleja coridcea Rémy segun el

modelo de edema plantar inducido por carragenina.

Tratamiento oral A del volumen plantar (media £ S.E.M.)
[Porcentaje de Inhibicién]

1h 3h 5h 7h

Control 46+0.071 4,82+0.110 4,88+0.192 4,8+0.122

3,88+ 0.303 4,16 £0.351 4,18 +0.084 4,04 £0.114
Dexametasona 4mg/Kg [32,70]* [27,36]" [27,99]* [31,34]

4,04+0.207 4,4+0.071 4,38+0.110 4,32+0.110
Ext. Hidroalcohdlico 3g/Kg [25,61]* [9,28] [13,72] [12,48]

Ext. Diclorometano/Hidroalcohdlico 4,32 +0.110 4,5+ 0.071 4,52+ 0.045 4,42 + 0.084

3g/Kg [34,39]* [24,53]* [23,88]* [21,69]*
Ext. Hidroalcohdlico.+ 4,16+0.114 448+0.084 4,4+0.100 4,22+0.130
Dexametasona [16,55]* [10,67] [15,86]* [20,60]*

Ext. Diclorometano/Hidroalcohdlico 3,7+0316 4,08+0.277 4,2+0.158 3,94 +0.134
+ Dexametasona [34,80]* [24,61] [21,401* [29,83]*

Significancia relativa frente a los valores del grupo control: * = p<0.05.
Area de farmacologia; Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas; FCFB. UMSA, 2008.

Los resultados obtenidos en la tabla N° 13 se refieren al porcentaje de
inhibicion de la inflamacién tanto de los extractos como de las
interacciones con la dexametasona. Con respecto a la primera hora los

extractos Hidroalcohdlico y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja
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coriacea Rémy presentaron un porcentaje de inhibicion del 25.61 % y
34.39 % respectivamente, el grupo del control positivo (dexametasona)
presento un porcentaje 32.70 % datos que son estadisticamente
significativos. En los grupos de las interacciones: dexametasona con el
extracto Hidroalcohdlico Buddleja coriacea R. y dexametasona con el
extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico Buddleja coriacea Rémy se
obtuvo 16.55 % y 34.80 % ambos datos son estadisticamente
significativos, aunque la interaccién entre la dexametasona y el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico tuvo mejor actividad inhibitoria en esta

primera hora.

Al cabo de las 3 horas los extractos Hidroalcohdlico vy
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy presentaron
un porcentaje de inhibicién de la inflamacion de 9.28 % y 24.53%
respectivamente. El grupo de la dexametasona presento un porcentaje
de inhibicién de la inflamacion de 27.36 %, en la interaccion de la
dexametasona con el extracto Hidroalcohdlico Buddleja coriacea Rémy
presenta un porcentaje de inhibicién de la inflamacion de 10.67 % y la
interaccion de la dexametasona con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico Buddleja coriacea Rémy de 24.61 % de
inhibiciéon de la inflamacion, datos que resultaron ser estadisticamente
significativos. En el caso de la interaccion del extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico se asemeja a la actividad de la

dexametasona.

Al cabo de las 5 horas el extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea

R. presenta 13.72 % de inhibicion de la inflamacién, el extracto
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Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy presento
23.88 % de inhibicion de la inflamacion y el grupo de la dexametasona
presento un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 27.99 %, la
interaccidon de la dexametasona y el extracto Hidroalcohdlico Buddleja
coriacea Rémy presenta un porcentaje de inhibicién de la inflamacion
de 15.86 % vy la interaccion de la dexametasona con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohodlico Buddleja coriacea Rémy de 21.40 %
ambos datos que resultaron ser estadisticamente significativos aunque
esta inhibicion no sea tan marcada, o no se observe una buena
interaccion. Como ocurre con cualquier principio activo que contienen
las plantas medicinales que pueden interaccionar con otros, bien sean
de plantas o bien de medicamentos, pero la incidencia de estas
interacciones, en muchas ocasiones su significado y notificaciones, son
desconocidos (Ochoa et al, 2006) es un campo en la investigacién aun

no explorado.

A las 7 horas los extractos Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy presentaron
un porcentaje de inhibicion de la inflamacion del 12.48 % y 21.69 %
respectivamente, el grupo del control positivo (dexametasona) presento
un porcentaje 31.34 % datos que son estadisticamente significativos.
En los grupos de las interacciones: dexametasona con el extracto
Hidroalcoholico Buddleja coriacea R. y dexametasona con el extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico Buddleja coriacea Rémy se obtuvo un
porcentaje de inhibicién de la inflamacion del 20.60 % y 29.83 % ambos
datos son estadisticamente significativos aunque la segunda interaccién

se asemeje mas a la actividad del farmaco, esto podria deberse por su
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actividad farmacolégica que una gran mayoria de las plantas
medicinales tienen al interaccionar con farmacos convencionales como
es el caso de la Buddleja (Tres, 2006). En esta ultima hora se puede
observar que el porcentaje de inhibicion de la inflamacién de los grupos
donde se realizo las interacciones es mayor lo cual es un aliciente para

seguir realizando estudios mas profundos de este tipo.

En nuestro estudio de la actividad antiinflamatoria de la especie
Buddleja coriacea Rémy le atribuimos a la presencia de flavonoides los
que se podrian relacionar en la interaccidon con diversos enzimas
implicados en el metabolismo del acido araquidonico (Villar, 1999).Al
inhibir enzimas implicadas en la agregacion plaquetaria, como COX — 2
(Galvez, 2004).

El uso de las plantas medicinales o de sus componentes activos
representa una alternativa cada vez mas explorada y promisoria para el
tratamiento de numerosos desérdenes inflamatorios. Sin embargo, la
limitada evidencia cientifica con respecto a la eficacia de estos
derivados naturales, conjuntamente con la poca comprension de los
mecanismos de accion involucrados, ha limitado su incorporacion a la

practica clinica (Franco et al, 2007).
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9. CONCLUSIONES

Se puede concluir que a nivel preclinico los extractos de Buddleja
coriacea Rémy, administrado por via oral, no mostraron efectos téxicos
y si hubo un efecto antiinflamatorio a dosis de 3 gramos de planta seca

por kilogramo de peso corporal.

Al realizar la marcha fitoquimica de los extractos: Hidroalcohdlico y
Diclorometano/Hidroalcohdlico de la especie Buddleja coridcea Rémy,
se observd que en los extractos contenian flavonoides, taninos,
diterpenos y alcaloides aunque el ultimo era escaso lo cual es bueno
para descartar que esta especie sea toxica. Y la actividad
antiinflamatoria se le atribuye a la presencia de flavonoides presentes

en ambos extractos.

Se determiné la actividad antiinflamatoria e interaccién de los extractos
de la especie Buddleja coriacea Rémy con el farmaco dexametasona en
ensayos de inflamacion aguda: edema plantar inducido por carragenina

y edema auricular inducido por aceite de croton en modelo murino.

La actividad antiinflamatoria para el extracto Hidroalcohdlico (Polar) de
Buddleja coriacea Rémy en el ensayo edema auricular inducido por
aceite de crotén se obtuvo un 21.95 % de inhibicién de la inflamacién y
en el ensayo de edema plantar inducido por carragenina se observo
una actividad maxima de 21.34 % a primera hora, datos que resultan

ser estadisticamente significativos (p > 0,05) frente al grupo control.
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Mediante el ensayo de edema auricular inducido por aceite de croton se
determino la actividad antiinflamatoria del extracto
Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea Rémy donde se
obtuvo un 28.04 % de inhibicién de la inflamacion y en el ensayo de
edema plantar inducido por carragenina se obtuvo una maxima
actividad a la primera hora 31.91 %; resultando ser estadisticamente
significativos frente al grupo control en los dos modelos de inflamacién

aguda.

La interaccion del extracto Hidroalcohdlico (Polar) de Buddleja coriacea
Rémy con el farmaco dexametasona mediante el ensayo de edema
auricular inducido por aceite de crotdon presento una actividad
antiinflamatoria 45.64 % (de inhibicién de la inflamacién) no llegando a
la actividad antiinflamatoria mostrada por el farmaco dexametasona
(63,35%) y en el ensayo de edema plantar inducido por carragenina
presento como maxima actividad 20.60 % a la séptima hora no llegando

a igualar a la actividad del farmaco dexametasona (32.70 %).

En el caso de la interaccion del extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico
(organico/acuoso) de Buddleja corihAcea Rémy con el farmaco
dexametasona en el ensayo de edema auricular inducido por aceite de
croton 68.08 % de actividad antiinflamatoria, llegando asimilar la
actividad mostrada por el farmaco patron (63,35%). En el ensayo de

edema plantar inducido por carragenina presento un porcentaje de
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inhibicién de la inflamacion maximo a la primera hora de un 34.80 %,

mostrando una similar actividad que la dexametasona sola.

10. RECOMENDACIONES

Una fuente importante de productos con interés farmacolégico para el
tratamiento de la inflamacion lo constituyen las especies vegetales, y en
tal sentido, la busqueda de principios activos con posible accion
antiinflamatoria debe seguirse realizando. La especie Buddleja coriacea
Rémy (Kiswara) ha sido tradicionalmente utilizado por la poblacion
Boliviana por sus propiedades antiinflamatorias, para el tratamiento de
diversas patologias asociadas con procesos inflamatorios, esta razén

que se decidi6 realizar este estudio.

Por otro lado estos resultados son prometedores e invitan a continuar
estudios sobre esta especie a fin de aislar sus compuestos activos y
evaluarlos en otros modelos de inflamacion tanto agudos como
crénicos, asi como de determinar los posibles mecanismos implicados
en el efecto farmacolégico mediante su evaluacién frente a mediadores
especificos del proceso inflamatorio como las prostaglandinas, el éxido
nitrico, la mieloperoxidasa y el factor de necrosis tumoral, ademas de

examinar su capacidad de actuar como captadoras de radicales libres.

Para una siguiente investigacién se aconseja probar fracciones de estos

extractos al fin de determinar exactamente al metabolito responsable de
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la actividad antiinflamatoria, ademas de reducir la dosis ensayada para

ver si a menor dosis se mantiene el efecto antiinflamatorio.

Se sugiere también realizar otros ensayos para la actividad
antiinflamatoria crénica como ser el ensayo de artritis inducida por

adyuvante de Freund.
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ANEXOS



FOTOGRAFIAS

Fotografia N° 6. Frascos de maceracion de los extractos Hidroalcohdlico
y Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja coridcea Remy

106



Fotografia N° 7. Equipo de rota — evaporacion

Fotografia N° 8. Equipo de liofilizacion
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Fotografia N° 9. A. Extracto Diclorometano/Hidroalcohdlico de Buddleja
coriacea Rémy, B. Extracto Hidroalcohdlico de Buddleja coriacea Rémy

Fotografia N° 10. Jaulas de mantenimiento de ratones
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Fotografia N° 12. Administracion en la superficie plantar del raton.
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Fotografia N° 12. Administracion topica en edema auricular

Fotografia N° 13 Edema auricular inducido por aceite de croton.
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Fotografia N° 14. Medicion de edema plantar en ratones.
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