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I.  RESUMEN EJECUTIVO

Buddleja globosa es una planta utilizada por la medicina nativa principalmente como

antiinflamatorio y cicatrizante. Cabe sefialar que la primera fase del proceso de
cicatrizacion corresponde a un proceso inflamatorio en el cual se generan especies
reactivas del oxigeno, altamente reactivas. Existen algunos estudios in vitro relacionados
con la actividad antioxidante y los efectos sobre la estimulacion de la proliferacion de
fibroblastos de extractos de Buddleja globosa; ambos fenémenos serian los responsables
de la actividad cicatrizante asociada a Buddleja globosa.

En este trabajo desarrollamos un modelo en ratas Sprague Dawley que permitiera
estudiar las fases del proceso de cicatrizacion de una herida de piel. Previamente, el
extracto de Buddleja globosa a utilizar fue evaluado respecto de su concentracion de
polifenoles y capacidad de proteger los lipidos y los tioles microsémicos de la oxidacion
inducida por ROS. Mas aun, dado a que no existen en la literatura estudios de dosis de
preparados naturales, se realizaron pruebas sanguineas en los animales tratados
oralmente con el extracto; no se observaron diferencias significativas en el hemograma y
el perfil bicquimico entre las ratas tratadas durante 12 dias y las no tratadas con el
extracto de Buddleja globosa, indicando la ausencia de efectos adversos de la dosis
utilizada en estos ensayos.

Los estudios de cicatrizacion se realizaron en colgajos de la herida cortante
realizada en la piel de las ratas. Las pruebas histoquimicas mostraron claras diferencias
entre el grupo control y los tratados oral y tépicamente y solo oral con el extracto hidro-
alcohdlico de Buddleja globosa estandarizado. Estas diferencias se observaron
principalmente en las fases iniciales e intermedias del proceso: las heridas se mantienen
limpias de coagulos y detritus celulares, cierran antes y el tejido de granulacion se
constituye mas rapidamente. Por otra parte, se realizaron pruebas inmuno-histoquimicas
en las cuales se evaluaron marcadores moleculares como la enzima COX-; esta, proteina
se induce en presencia de procesos inflamatorios y su inhibicion esta directamente
relacionada con la disminucién de procesos inflamatorios. Nuestros resultados
confirmaron los estudios in vitro que muestran que esta enzima es inhibida por diferentes
extractos de hojas de Buddleja globosa.

Paralelamente a este estudio se han tomado muestras de plantas de diferente

origen, silvestre y cultivado, de diferentes tratamientos de riego, fechas de cosecha y
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hojas de diferente edad para seleccionar el material genético y las técnicas de manejo
que permitan obtener material vegetal con mayor actividad potencial. Ademas las hojas se
sometieron a diferentes tratamientos de secado para poder definir el procedimiento mas
adecuado. De las muestras de droga vegetal de cada una de las condiciones
mencionadas se prepararon los respectivos extractos hidroalcohdlicos, los cuales fueron
caracterizados de acuerdo a: su concentracion de polifenoles totales y su capacidad de
prevenir la oxidacion de los lipidos y los tioles proteicos de reticulo endoplasmico hepético
de higado de rata. El andlisis preliminar de estos resultados muestra que la capacidad
antilipoperoxidante estaria en estrecha relacion con la concentracion de polifenoles totales
de las muestras.

Para identificar Buddleja globosa en una droga o extracto, se buscaron marcadores
quimicos. Resultados preliminares muestran como posible molécula un derivado
glicosidado de verbascosido, que permitiria diferenciar quimicamente Buddleja davidii
(matico ornamental) de Buddleja globosa (matico medicinal). De este analisis se puede
establecer que este metabolito esta presente tanto en B. davidii como en B. globosa,
diferenciandose en las concentraciones, siendo el metabolito mayoritario en B. globosa.
Cabe sefialar que se han aislados otros productos con el objeto de encontrar un marcador
mas especifico; estos fueron analizados por RMN y los datos se estan procesando.
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Il. INFORME TECNICO (TextoPrincipal)

1. RESUMEN DEL PERIODO

Los estudios agronémicos y farmacolégicos de Buddleja globosa, como la busqueda
de marcadores se han terminado.

Respecto de los estudios agronémicos, hemos establecido las mejores condiciones
de cultivo y cosecha que permiten la preparacion de extractos con mayor actividad
antioxidante, caracteristica involucrada en los mecanismos farmacolégicos responsables
de los efectos terapéuticos asociados a Buddleja globosa.

Los estudios farmacolégicos nos permitieron estandarizar un extracto
hidroalcohdlico de hojas de Buddleja globosa cuyas caracteristicas nos permiten
proponerlo como estrategia terapéutica en patologias especialmente asociadas a estrés
oxidativo y procesos inflamatorios. Dado lo interesante de estos resultados, se inicié el
proceso de patentamiento de este extracto.

Por otra parte, disponemos a la fecha de un marcador quimico que aunque no es
especifico de Buddleja globosa es mas abundante en esta especie que en la especie
ornamental Buddleja davidii. Desgraciadamente este marcador se encuentra en muy
pequena cantidad y es muy polar, lo cual dificulta su purificacion y aislamiento.

OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivos Generales

Completar la monografia de Buddleja globosa. Ello requiere a) Evaluar marcadores que
caractericen la materia vegetal y los extractos y b) Evaluar in vivo los efectos cicatrizante
y antiinflamatorio asignados a Buddleja globosa., los cuales representan los principales
usos de esta planta medicinal.
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Objetivos Especificos
1. Seleccionar el material genético y determinar las técnicas de manejo que permitan
obtener material vegetal con mayor actividad potencial y busqueda de un clon con

menor vellosidad en las hojas.

Se ha obtenido el material vegetal correspondiente a las siguientes condiciones de
cultivo y secado: seis accesiones cultivadas, dos poblaciones silvestres, cinco fechas de
cosecha, dos condiciones de riego, tres edades de hoja, seis tratamientos de
deshidratado.

El material vegetal fue entregado a Laboratorios Ximena Polanco para la
elaboracion de los extractos hidro-alcohélicos estandarizados y luego se realizaron los
estudios de la actividad antioxidante de ellos la cual se ha finalizado.

2, Desarrollar un método para identificar a Buddleja globosa en una droga vegetal y en

un preparado mediante marcadores quimicos.

Mediante cromatografia liquida de alta precision (HPLC) se chequearon los distintos
extractos preparados en el Laboratorio de Ximena Polanco y otros preparados en nuestro
laboratorio: M1 (Buddleja Globosa), M2 (Matico peruano, M3 (Buddleja davidi)) y M4
(Buddleja Globosa, hoja sin pelos). Se aislaron los 6 compuestos mayoritarios para
posteriores analisis. Los resultados mostraron como posible molécula marcadora, un
derivado glicosidado de verbascosido, que permitiria diferenciar quimicamente Buddleja
davidii (matico ornamental) de Buddleja globosa (matico medicinal). De este andlisis se
puede establecer que este metabolito esta presente tanto en B. davidii como en B.
globosa, diferenciandose en las concentraciones, siendo el metabolito mayoritario el de B.
globosa.

Se aislé ademas un marcador especifico, pero la pequefia cantidad aislada en
forma pura de este compuesto no ha permitido determinar su estructura; éste se obtuvo
mediante cromatografia en capa fina preparativa de la fraccién 41 de matico previamente

trabajada mediante cromatografia en columna de silica gel.
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3. Caractenizar extractos hidro-alcohdlicos de hojas de Buddleja globosa provenientes
de las distintas condiciones de cultivo y secado a través de a) la cuantificacion de
polifenoles; b) la evaluacién de su capacidad de proteger biomoléculas (lipidos y

proteinas de membrana microsémica) de la accién oxidante de ROS.

La cuantificacion de polifenoles y la evaluacion de su capacidad de proteger
biomoléculas (lipidos y proteinas de membrana microsémica) de la accién oxidante de
ROS ha sido terminada. La actividad antilipoperoxidante de membrana de los extractos
analizados se correlaciono directamente con la concentracion de polifenoles presentes en

ellos.

4.  Entregar los argumentos cientificos que justifiquen el uso terapéutico asignado a
Buddleja globosa por la medicina popular. Para ello se evaluara el proceso de
cicatrizacion de heridas de la piel de ratas Sprague Dawley mediante Ia
determinacion de mediadores bioquimicos especificos involucrados en este

proceso.

Para llevar a cabo este objetivo, se utilizd un extracto de Buddleja globosa
aportado por Laboratorios Ximena Polanco y caracterizado de acuerdo a sus
caracteristicas fisico-quimicas, concentracién de polifenoles y capacidad de prevenir la
oxidacién de lipidos y proteinas microsémicas de la oxidacién inducida por ROS.

Antes de iniciar los estudios farmacologicos se evalué la dosis a utilizar en ratas.
Para ello, ratas normales fueron tratadas oralmente con una dosis del extracto de
Buddleja globosa aproximadamente 12 veces mayor a las dosis recomendadas de
fitomedicamentos formulados como preparados hidroalcohdlicos registrados por
Laboratorios Ximena Polanco. Para ello se evalué el estado general de los animales
mediante las pruebas sanguineas: hemograma y perfil bioquimico; ademas se controlaron
los parametros macroscépicos y morfolégicos del bazo mediante estudios histoquimicas.

Los efectos de B. globosa sobre la cicatrizacion de una herida de la piel de los
animales se evalué mediante pruebas histoquimicas e inmunolégicos realizadas en los

colgajos de la herida de la piel de los animales.
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La velocidad de cicatrizacion fue significativamente mayor en los animales tratados

con el extracto de B. globosa que en aquellos que no recibieron el tratamiento.

2. ACTIVIDADES EJECUTADAS Y ANALISIS DE BRECHA (COMPARATIVO)

ANO 2005 - 2007

Objetivo Actividad N - Fecha Cumplimiento
Especifico N° N° Descripelon Feehanicio Término de (;,bjetivos
N°1 Practicas de manejo de Noianbie Jiikiie
Caracterizacion de 1.1 cultivo y tratamientos de del 05 del £I)6 Cumplido
material postcosecha
proveniente de
distintas
i 1.2 Busqueda de un clon sin | Noviembre Junio .
s vellosidad del 05 del 06 Gumplide
Seleccionar el
material genético Toma y entrega de Diciemb Juni
y determinar las 1.3 muestras s e Cumplido
técnicas de para analisis 96 ke
manejo.

5 Investigacion Diciembre Enero .
Métob(:ozpara &) bibliografica del 05 del 06 Sumphdo
identificar a

Buddleja globosa 22 Determinacion del Enero Febrero Cumplido
en una droga ) contenido de agua del 06 del 06
vegetal y en un
preparado
mediante 23 Preparacion del extracto | Febrero Abril Cumplido
marf;at.iores ’ de la droga cruda del 06 del 06
quimicos
Caracterizacion y
cuantificacién individual Abril Julio
2.4 de los flavonoides, del 06 del 06 Cumplido
fenilpropanos, iridoides y
terpenos
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25 Identificacion de los Junio Septiembre
) marcadores quimicos del 06 del 06 Cumplido
Identificacion y
2.6 cuantificacion mediante OEtibrg Octutiee Cumplido
del 06 del 06
CCF
N°3 Obtencion de extractos :
Caracterizacion de| 3.1 Cuantificacién de F:;’I"g;" ‘ﬁ,’gg Simriiido
extractos hidro- polifenoles P
alcohdlicos de
holasg?:bgggdlej a 32 Capacidad Febrero Mayo
provenientes de ) antilipoperoxidante del 06 del 06 Cumplido
las distintas
condiciones de
cultivo y secado 3.3 Capacidad de proteger Mayo Junio
’ tioles proteicos del 06 del 06 Cumplido
Tratamiento de los
4.1 animales y obtencion de Mayo Junio Cumplido
’ muestras de la herida de del 06 del 06
la piel de los ratones
N°4 Tinciones histolégicas
Cleatiisactsi as 4.2 de las muestras y Junio Julio Cumplido
heridas de la piel : observacion y analisis de del 06 del 06
do ratonas imagenes de las mismas
Tinciones inmuno-
histoquimicas de las " Cumplido
4.3 muestras y observacion ;;IL% z%?%go
y analisis de imagenes
de las mismas
N°5 5.1 Discusion global de Agosto Septiembre Cumplido
Definicion de los i resultados del 06 del 06
marcadores de la
droga vegetal y -
Preparacion del Informe .
del preparado. 5.2 Final para su entrega a Octubre Octubre Cumplido
FIA del 06 del 06
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CARTA GANT PROPUESTA PARA EL PERIODO Diciembre - Marzo

Obj. Actividad

1.2 Clon sin vellosidad

2.5 | Identificacion marcadores quimicos

2.6 Identificacion mediante CCF

5.1 Discusion global resultados

5.2 Preparacion informe final
Entrega del Informe Final

RAZONES QUE EXPLICAN LAS DISCREPANCIAS ENTRE LAS ACTIVIDADES
PROGRAMADAS Y LAS EFECTIVAMENTE REALIZADAS

° Entrega de Informes

La propuesta final sefiala como fecha de inicio del proyecto noviembre-01-2005,
fecha de término noviembre-27-2006. El primer Informe Técnico de Avance, se entregé el
12 - abril - 2006 y fue aprobado con fecha 12 - mayo -2006. Dado a que tuvimos algunas
dificultades para hacer uso de la primera remesa de dinero, se solicité una prérroga para
la entrega del Informe Financiero, la cual fue aprobada por FIA: es por ello que la entrega
del Informe Financiero se entregé diferidamente el 11- Mayo-2006; este Informe fue
aprobado con observaciones el 25 - julio-2006 y la aprobacion final fue recibida con fecha
22- noviembre-2006.

Como se menciond anteriormente y de acuerdo a contrato, en esta oportunidad nos
correspondia entregar el Informe Final de nuestro proyecto. Sin embargo, se nos solicitd
adelantar actividades de difusion de nuestros resultados y se creé ademas, |a posibilidad
de patentar parte de ellos. Es por ello que solicitamos una extensién de plazo para la
enfrega de nuestro Informe Final. Esta prérroga fue aprobada en las condiciones
siguientes: a) entrega de un Informe parcial al 27-noviembre-2006 y entrega del Informe
final el 20-marzo-2007.

).
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° Actividades de Difusion.

» “Primer Simposio Internacional: Materias primas para la Industria Plantas
Medicinales y Aromaticas. Puntos criticos y rol de las Universidades” organizado por
la Universidad Santo Tomas - Escuela de Agronomia, FIA - Ministerio de Agricultura y
tuvo lugar en la ciudad de Los Angeles — VIl — Regién — Chile los dias 14 y 15 de
Noviembre del 2006. Fuimos invitados a presentar los avances en la monografia de
Buddleja globosa, lo cual se realizd mediante una presentacion oral y nuestra
participacion en una mesa redonda dedicada a las monografias de plantas medicinales
chilenas que estan en elaboracion. El titulo de nuestra presentacion fue: “Buddleja
globosa hope utilizada por la medicina nativa principalmente como cicatrizante de

heridas y antiinflamatorio”.

» “Primer Congreso lberoamericano de Fitoterapia. Contribuciones de la flora
regional a la medicina actual” realizado en ciudad de México desde el 30 de noviembre
al 2 de diciembre de 2006. Titulo de la presentacion: “Buddleja globosa Hope:
Produccion de hojas para su uso medicinal”. Para cumplir con esta invitacion
solicitamos fondos a FIA a través de un proyecto Difusion y Captura. FIA aprobé este
proyecto (proyecto FIA-CD-V-2006-1-A-114) pero no la totalidad de los fondos solicitados;
la diferencia fue financiada por CYTED y fondos personales de los asistentes del grupo de
la monografia de Buddleja globosa asistentes al Congreso, Ximena Polanco y Maria
Eugenia Letelier.

Ademas de la presentacion oral de la monografia de Buddleja globosa antes
mencionada, se presentd en este Congreso parte de los resultados en una sesion de
posters. El titulo de esta presentacion fue “Actividad antioxidante de Buddleja globosa
medida por su capacidad de atrapar radicales DPPH y de prevenir la oxidacion de
biomoléculas inducida por ROS”.

El informe técnico de este Proyecto de Difusion (FIA-CD-V-2006-1-A-114) fue
entregado el 28 de enero de 2007 y el informe financiero se entregara el 25 de enero de
2007.

12
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> Patente en tramite. Los tramites de patentamiento del extracto estandarizado y

sus usos principales, antecedentes |la mayoria obtenidos a través de este proyecto. Para
ello, la Universidad de Chile esta actuando como EAPI, empresa encargada de realizar la
presentacién de la solicitud de patente al Ministerio de Economia y conseguir los fondos

CORFO para financiar los tramites que este proceso involucra.

° Experimentos agrondmicos: no tenemos discrepancias con las actividades

programadas.

° Estudios farmacolégicos: para realizar estos estudios se utilizé un extracto hidro-
alcohdlico de Buddleja globosa aportado y caracterizado por Laboratorios Ximena
Polanco. Previamente, tuvimos que realizar estudios de Control de la dosis a utilizar,
estudio no contemplado en el Proyecto aprobado. Para cumplir este objetivo se procedié

como sigue;

® Control de la dosis administrada a las ratas mediante pruebas sanguineas de
los animales. Existe la creencia en la poblaciéon que los extractos naturales no son
téxicos. Por otra parte, existen escasos estudios farmacocinéticos de preparados
naturales que apoyen la formulacion de fitofarmacos. Asi por ejemplo, no disponemos de
rangos terapéuticos que nos permitan aconsejar dosis a administrar, problema
repetidamente consultado por las empresas que formulan fitofarmacos.

Asi, como no teniamos antecedentes al respecto, se controlé previamente los
posibles efectos adversos de la dosis oral a utilizar evaluando el estado general de los
animales mediante pruebas sanguineas: hemograma y perfil bioquimico. Estos resultados
fueron informados en el Primer informe del proyecto entre3gado.

@ Actividad GSH-transferasica microsomica y citosoélica. La GSH-transferasa es
un enzima marcadora de estrés oxidativo. Se encuentra localizada en la mayoria de las
células y fundamentalmente en el higado en el citosol y el reticulo endoplasmico de la
célula. Esta enzima se induce por estrés oxidativo y por la presencia de algunos
xenobidticos lipofilicos, entre ellos principios activos naturales. Es por ello, que se midié la

actividad GSH-transferasica en ratas controles y en las expuestas al corte de piel tratadas
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y no tratadas con el extracto de Buddleja globosa. Estos resultados fueron informados en

el Informe anterior.

3. METODOLOGIA DEL PROYECTO
. Metodologia para cumplir el objetivo especifico N°1: Determinar las técnicas de

postcosecha y manejo gue permitan obtener material vegetal con mayor actividad
potencial”

Obtenciéon del material vegetal. Como material vegetal se tomaron muestras de las
mismas seis accesiones ya establecidas en un disefio experimental en la Estacion
Experimental de la Universidad de Talca. Tres de estas accesiones son de procedencia
silvestre y tres corresponden a clones de plantas madres cultivadas tradicionalmente en

huertos caseros.

Se enviaron muestras de las seis procedencias cultivadas, de dos poblaciones silvestres y

hojas deshidratadas baja las siguientes condiciones al Laboratorio Ximena Polanco:

® secado bajo sombra a temperatura ambiente
° secado bajo sol
@ secado en estufa a 40° C

® secado en estufa a 60° C
® Secado en estufa a 80° C

° lavado de hojas seguido por un secado en estufa a 40° C

Desde noviembre hasta marzo se tomaron muestras para estudiar la fluctuaciéon durante
la temporada. En marzo se cosecharon hojas de plantas sometidas a diferentes
tratamientos de riego (20 y 40 cb). Se cosecharon hojas de diferente edad dentro de las
mismas plantas: joven (superiores), madura (central) y senescente (inferior). Estas
muestras se secaron a temperatura ambiente bajo sombra y seran enviados al

Laboratorio Ximena Polanco préoximamente.
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Il. Metodologia para cumplir el objetivo especifico N°2: Desarrollar un método para
identificar a Buddleja globosa en una droga vegetal v en un preparado mediante

marcadores quimicos.

Investigacion bibliografica exhaustiva cientifica sobre los estudios fitoquimicos
realizados en Buddieja globosa, identificandose cinco posibles marcadores quimicos. A
partir de las muestras de B. globosa cultivadas y silvestres, matico peruano (Piper
angustifolius), matico ornamental (Buddleja davidii) y Buddleja Globosa, hoja sin pelos se
prepararon exiractos metandlicos e hidro-alcohdlicos. Mediante técnicas cromatograficas
se procedio a aislar los posibles marcadores quimicos.

Los extractos luego de filtrados fueron inyectados en un equipo de cromatografia liquida
(HPLC) de la firma Merck-Hitachi, compuesto de una bomba L7400 y un detector de
arreglo de diodos L7455, los datos fueron procesados por el software suministrado por la
misma firma. Luego de comparar diferentes procedimiento para optimizar la separacion se
procedio a escoger las siguientes condiciones:

Columna: RP18 de 250-4
Flujo fase movil: 1,0 mL/min
Temperatura columna: 20°C
Fase movil:

A- acido Fosfarico al 0,3%

B- Acetonitrilo

C- Metanol
Programa:
Tiempo A B C
0 100 0 0
30 60 25 15
40 5 80 15
42 100 0 0
45 100 0 0
Detector:

Rango de longitud de onda de escaneo: 200 a 400 nm
Monitoreo de longitud de onda: 270 nm
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lll. Metodologia para cumplir el objetivo especifico N°3: Caracterizar extractos hidro-

alcohdlicos de hojas de Buddleja globosa provenientes de las distintas condiciones
de cultivo y secado a través de a) la cuantificacién de polifenoles; b) la evaluacién
de su capacidad de proteger biomoléculas (lipidos y proteinas de membrana
microsémica) de la accidn oxidante de ROS.

A. Preparacion de extractos hidro-alcohdlicos. Para estos estudios se utilizaron las
muestras de droga vegetal provenientes de las distintas condiciones de cultivo y cosecha
(Universidad de Talca). Los extractos fueron preparados por Laboratorios Ximena

Polanco.

B. Cuantificacion de polifenoles totales. La cuantificacion de los polifenoles presentes
en los extractos de Buddleja globosa se realiz6 de acuerdo al método de Price y cols.
(1989). Para cuantificar los polifencles presentes en los extractos se utiliz6 como
referencia, catequina [(+) — cianidol — 3 - (2R, 3S) - 2-(4,4-dihidroxifenil) - 3,4-dihidro -
1(2H) — benzopiran - 3,5,7-triol - (+) - trans-3,3°,4",5,7 - pentahidroxiflavona)].

C. Capacidad de proteger biomoléculas de la acciéon oxidativa inducida por ROS.

Para medir la capacidad antioxidante de los preparados se utiliz6 una preparacion
enriquecida en reticulo endoplasmico hepatico de rata, organelo subcelular constituido por
fosfolipidos y proteinas. Entre las proteinas se encuentran las principales enzimas de
biotransformaciéon de xenobidticos que metabolizan los metabolitos naturales; estas
proteinas contienen en su estructura aminoacidica, cisteina, aminoacido fundamental en
su actividad biologica. La metodologia va dirigida a evaluar la capacidad de los
preparados de proteger los lipidos y las proteinas de este organelo subcelular de la

oxidacion inducida por Cu*/ascorbato, sistema generador de radicales libres del oxigeno.

a. Animales de experimentacion. Se utilizaron ratas machos de 3 meses de edad
de la cepa Sprague Dawley. Los animales fueron mantenidos con una dieta normal (pellet
Kimber), agua ad libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiente de
21°C. Estos animales se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de ciencias quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Durante la experimentacion los animales
fueron controlados bajo las normas del Comité de bioética sobre la investigacién en
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animales de la Universidad de Chile conforme a su “PROTOCOLO DE MANEJO Y
CUIDADO DE ANIMALES DE LABORATORIO 2004",

b. Preparacion de microsomas y citosol hepatico de rata. Los microsomas
corresponden a una preparacion experimental enriquecida en reticulo endoplasmico y el
citosol corresponde a la fraccion sobrenadante del pellet microsémico. El reticulo
endoplasmico esta constituido fundamentalmente de fosfolipidos y proteinas. Entre estas
proteinas se encuentra: a) los sistemas enzimaticos que representan las vias mayoritarias
de biotransformacién de xenobiéticos, entre ellos los principios activos de las plantas
medicinales (Sistema oxidativo del citocromo P, UDP-glucuroniltransferasa, GSH-
transferasa); b) Las enzimas encargadas de la sintesis de acidos grasos de cadena larga
saturados y no saturados (>14 atomos de carbono); entre estos acidos se encuentra el
araquidoénico que es el precursor de las prostaglandinas. Asimismo, el citosol corresponde
a la preparacion subcelular citoplasmatica que esta enriquecida en los componentes
antioxidantes celulares. Ambas fracciones subcelulares hepéticas se prepararon de
acuerdo a la técnica descrita en Letelier y cols. (1985). La proteina de las fracciones
microsdmica y citosdélica se determiné por el método espectrofotométrico de Lowry y cols.
(1951), utilizando albumina de bovino, fraccién IV como estandar.

c. Lipoperoxidacion microsémica. La lipoperoxidacién se estimé midiendo las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico por el método descrito en Letelier y cols.
(2005). Para ello se utilizd Cu®‘/ascorbato como fuente generadora de ROS. El
malondialdehido generado como producto de descomposicion de los lipoperéxidos
formados, reacciona con el acido tiobarbiturico dando lugar a un conjugado, el cual posee
una absorbancia maxima a 532 nm y su coeficiente de extincién es 156 mM™ x cm™. Se
realizaron las curvas concentracién-respuesta para determinar los IC50, concentracion
que inhibe el 50% la lipoperoxidacién microsémica inducida por el sistema Cu®*/ascorbato.
De esta forma se compara la capacidad anti-lipoperoxidante de los extractos. |

d. Determinacion de tioles totales. La medicion de los tioles totales se
realizé de acuerdo a la técnica descrita por Letelier y cols. (2005). Esta técnica cuantifica
espectrofotométricamente el TNB liberado en la reacciéon entre el DTNB y los grupos
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sulfhidrilos presentes en la muestra. Este compuesto absorbe a 412 nm y su coeficiente

de extincién es 13.600 M x em™. El contenido de tioles sera expresado en nmoles de

tioles/ mg de proteina microsémica.

e. Anadlisis Estadistico. Los resultados estan expresados como el promedio de
los valores obtenidos en al menos 4 experimentos independientes + las desviaciones
estandar de las observaciones de las muestras en relacion con sus promedios. Para
realizar el analisis de las muestras y el de las diferencias entre los grupos controles y las

muestras, se exigié en cada caso un 95% de certeza (p<0,05).

IV. Metodologia para cumplir el objetivo especifico N°4: “Entregar los

argumentos cientificos gque justifiquen el uso terapéutico asignado a Buddleja
globosa por la medicina popular. Para ello se evaluara el proceso de
cicatrizacion _de heridas de la piel de ratones, mediante la determinacién de
mediadores bioguimicos especificos involucrados en este proceso”.

1. Animales de experimentaciéon. Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos de 3
meses de edad, obtenidas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas vy
Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los animales fueron mantenidos con una dieta
normal (pellet Kimber), agua ad libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura
ambiente de 21°C. Durante la experimentacion los animales fueron controlados bajo las
normas del Comité de bioética sobre la investigacion en animales de la Universidad de
Chile conforme a su “PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES DE
LABORATORIO 2004”.

2. Disefio experimental y Tratamiento de los animales. Se utilizaron 72 animales, ratas
adultas machos de 3 meses de edad de un peso promedio 310 g + 20 g los cuales fueron
distribuidos en tres grupos experimentales de 24 animales cada uno; cada grupo fue

mantenido en jaulas independientes de 3 animales cada una.

El grupo N° 1 (24 animales) recibio 100 pl del extracto hidro-alcohdlico de Buddleja
globosa via oral cada 8 horas durante 3 dias. El extracto natural se administrd
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directamente al eséfago de las ratas mediante una aguja de intubacion especialmente

disefiada para estos fines, la cual posee un didmetro adecuado a la especie y una punta
roma en forma esférica que evita el dafio y por consiguiente el rechazo del animal. A
continuacion, a los 72 animales en estudio se les realizdé una lesion cortante de direccion
longitudinal a nivel de la regién dorsal cervical en el sentido del eje principal del cuerpo
(Reddy y cols., 2002). Los cortes de 1 cm de longitud fueron realizados con una hoja de
bisturi N° 4, bajo estado de anestesia con Ketamina y Xilacina (90 mg /Kg y 10 mg/Kg
respectivamente via IP) (lyaniwura y Ckonkwo, 2004). El grupo N° 1 continud con la dosis
oral del extracto y ademas, se le administré topicamente 100 ul del mismo extracto sobre
la herida cada 8 horas por 8 dias. Al grupo N° 2 sélo se le administrd el extracto de forma
topica sobre la herida cada 8 horas por 8 dias. Al grupo N°® 3 sélo se le realizo la incision
en la piel y se mantuvo en observacion durante ios 8 dias. Todos los animales fueron
controlades diariamente en su estado general y peso.

Los animales fueron sacrificados realizando ia eutanasia de ellos de acuerde a uno
de los métodos aceptados por la “Asociacion Médico Veterinaria de América”
(www.ivis.org) y la “Asociacion Chilena de Ciencias de Animales de Laboratorio
(ASOCHICAL)", el que contempla la utilizacién de una guillotina especial para realizar la
decapitacion de los animales, procurando una muerte rapida, con minimo sufrimiento,
ademas de respetar el area de la piel donde se realizé la incision. Este proceso se
comenzé sacrificando 3 animales de cada grupo inmediatamente después de realizar el
corte de la piel sacrificando, luego a las 3 hr, 6 hr, 24 hr, 48 hr, 72 hr, 6 y 8 dias después
de la realizacion del corte de la piel. A continuacion se extrajeron colgajos de piel de cada
animal que incluian en sy interior 1a herida experimental. Ademas, se perfundieron los
higados de los animales in situ para eliminar la sangre remanente, loe aue posteriormente
fueron pasados vy luego homogensizados para preparar las fracciones subcelulares
microsomal y citosdlica hepética (ver preparacién de microsomas y citosol hepélicos
descrita en la metodologia dal objetive 3), 1as cuales fueron utilizadas para determinar la
actividad GS8H-transferasa.
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3. Técnicas Histoquimicas e Inmuno-histoquimicas.

a) Preparacion de los colgajos de piel para el desarrollo de las técnicas
histoquimicas. Los colgajos de piel fueron fijados en formol neutro (pH 7,2) por 24 horas
a temperatura ambiente; luego se pasaron por una bateria de alcoholes ascendentes para
deshidratar el tejido, que incluye el paso por alcohol de 70° (30 a 45 minutos), alcohol 95°
(30 a 45 minutos por 3 veces), alcohol de 100° (30 a 45 minutos por 3 veces), xilol (30 a
45 minutos por 3 veces). Finalmente los colgajos fueron incluidos en parafina de punto de
fusion entre 56 y 58°C, pasando por 3 bafios de 30 minutos cada uno y asi la inclusion del
tejido en la parafina permitié6 obtener los moldes para su utilizacién en la preparacion de
cortes seccionados de 4 micrometros de espesor y las posteriores tinciones histoquimicas

e inmuno-histoquimicas.

b) Tinciones histoquimicas. Para llevar a cabo estas tinciones los cortes fueron
previamente desparafinados e hidratados en una bateria que incluye xilol (2 pasos),
alcohol 100% (2 pasos), alcohol 95%, alcohol 70% y finalmente agua destilada.

« Hematoxilina/eosina: determina la histologia tisular mediante microscopia optica. Se
diferenciaron leucocitos, eritrocitos, fibroblastos, células epiteliales, fibras colagenas,
vasos sanguineos. (Mc Manus and Mowry, 1965). Las muestras desparafinadas e
hidratadas se sometieron primero a la tincion nuclear con Hematoxilina de Harris
(hematoxilina (5g), alcohol absoluto (50 ml), alumbre de potasio (100g), agua destilada
(1000mL) y oxido rojo de mercurio (2,5g) y se lavaron con abundante agua corriente
durante 10 minutos. Luego se realizé la tincion citoplasmaética con eosina 1% durante 1 a
2 minutos y nuevamente las muestras se lavaron rapidamente en agua destilada.
Posteriormente los cortes se deshidrataron en alcohol 50%, alcohol 70%, alcohol 95% vy
alcohol 100% (2 veces) y finalmente se aclararon con dos lavados con xilol.

La observacién microscépica muestra los nucleos de color azul, mientras que el

citoplasma y otros elementos celulares se aprecian de color rosado a rojo.

« Picrosirius, tincion que permite diferenciar colageno tipo | y Il fundamentalmente. En
este caso las muestras se tifieron con solucién picrosirius, la cual contiene Rojo Sirius al
0.1 % en solucién acuosa saturada con acido picrico. A continuacion se lavaron en agua

corriente para finalmente ser deshidratadas y aclaradas.
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La observacién de las muestras se realiza en microscopio de polarizacion. Con esta

tincion el colageno tipo | se aprecia amarillo brillante, naranjo o rojo; el colageno tipo Il se

observa azul o amarillo claro, y el colageno tipo Il de color verde.

c) Preparacion de las muestras para realizar las tinciones Inmuno-
Histoquimicas. Los cortes de tejido incluidos en parafina, de 4 ym de espesor, fueron
montados en portaobjetos tratados con Silane (como adherente) y secados a temperatura
ambiente por 12 h. Luego fueron desparafinados hasta el agua destilada y calentados en
buffer citrato pH 6.0 durante 20 minutos a 93-95°C en una vaporera eléctrica marca
Oster® para la recuperacién de actividad antigénica. Luego se realizé un bloqueo de la
peroxidasa endégena con el Reactivo de Bloqueo (H,O, 3%) a T° ambiente durante 5
minutos. A continuacion las muestras se incubaron con los anticuerpos primarios durante
18 horas a 4°C; posteriormente se lavaron con buffer fosfato salino 10 mM pH 7,3 (PBS) y
se incubaron con los anticuerpos secundarios biotinilados especificos para cada uno de
los marcadores en estudio (COX-2, Ki-67, CD-4 y CD-8) durante 20 minutos a T°
ambiente. Luego, las muestras se lavaron con PBS y se incubaron con el conjugado
Estreptavidina-Peroxidasa por 20 minutos a T° ambiente, se lavaron con PBS y se
revelaron con la solucién sustrato-cromégenos (DAB) incubando durante 5 minutos,
controlando al microscopio la unién del cromégeno a la Estreptavidina que es lo que
produce la coloracién del marcador. A continuacion las muestras se lavaron con agua
destilada. Luego se realiza una contra-tincién con Hematoxilina durante 30 segundos a T°
ambiente y las muestras se lavan con agua corriente; finalmente se deshidratan, se

aclaran y se montan en Entellan.

d) Tinciones Inmuno-Histoquimicas:

« COX-2. Esta enzima inducible cataliza la sintesis de prostaglandinas a partir de
acido araquidénico, segunda etapa de la cascada inflamatoria. Se localiza tanto en la
membrana celular como en el citoplasma y participa en la fase inflamatoria del proceso de
cicatrizacion. La presencia de esta enzima se determiné por la técnica inmuno-
histoquimica descrita por Ranger y cols., 2004. La tincién de color café debe observarse

en citoplasma y membrana celular donde se encuentra la enzima.
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+ Ki-67. Es una proteina nuclear de gran tamafo que interviene en el mantenimiento

del ciclo celular, encontrandose en las fases G1, S, G2 y M. El antigeno de la Ki67 es
considerado como un marcador de |a proliferacién celular. La tincion de color café debe

observarse en los nucleos en proceso de mitosis.

e) Analisis de imagenes. Las imagenes obtenidas de los métodos de infiltracion
celular y de las reacciones de inmuno-histoquimica se analizaron a través de imagenes
digitalizadas. Para ello se utilizd una camara fotografica incorporada al microscopio,
usando objetivos de 6,3x y 16x, con ocular de camara de 3.0x.

f) Determinacion de la actividad GSH-transferasica.

La GSH-transferasa es una de las enzimas mayoritariamente asociadas a los
mecanismos enzimaticos que responden a la capacidad antioxidante celular. Esta enzima
se induce (sintesis de novo) por estrés oxidativo y ademas, por algunos xenobibticos
lipofilicos. Como una forma de evaluar posible estrés oxidativo inducido por el tratamiento
de los animales, se determindé la actividad microsémica hepatica y citosélica de esta
enzima de todos los animales expuestos al tratamiento como también de aquellos
utilizados para controlar la dosis de Buddleja globosa.

La actividad GSH-transferasica se midié de acuerdo a la técnica espectrofotométrica
descrita por Habig y cols., (1974). La conversién del sustrato en conjugado de GSH,
produce un cambio en las propiedades espectrales del sustrato que se aprovecha para
cuantificar la actividad de la enzima. La reaccion quimica catalizada por la GSH-

transferasa es la siguiente:
Cl SG

O GSH-transferasa NO;
GSH + » + HCI

NO, NO,

La mezcla de reaccién contenia (concentraciones finales) en un volumen de 1 mL:
amortiguador fosfato 0,1M pH 6,5; 1-cloro-2,4-dinitrobencenc 1mM; GSH 4mM; proteina
citosolica 10 pg/mL o proteina microsémica 100 ug/mL. El blanco contenia todos los
reactivos, a excepcion del GSH. La actividad se determiné midiendo la absorbancia del
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conjugado formado enzimaticamente a 340 nm, en forma continua durante 2 min a 25°C.

La velocidad enzimética se cuantificd utilizando el coeficiente de extincion del conjugado

formado: 9,6 mM™ x cm™, descrito por Habig y cols. (1974).
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4. RESULTADOS E HITOS
A. Caracterizacion de material proveniente de distintas condiciones. Seleccién
del material genético y determinacién de las técnicas de manejo. Las diferentes
muestras fueron tomadas, deshidratadas y entregadas o a punto de entregar (ver tablas a
continuacion).

Clon de vellosidad: se ha observado que en los meses de noviembre y diciembre
las plantas generalmente presentan escasa vellosidad, mientras que en marzo ya es
abundante. Es por ello que, al muestrear las poblaciones silvestres durante el mes de

noviembre, no se encontré diferencia en la vellosidad de los individuos.

Muestras tomadas de diferentes condiciones agronémicas y de deshidratado

CLONES CULTIVADOS EN PANGUILEMO

Caédigo Origen Fecha Cosecha Fecha Envio
GC1 huerto casero Pencahue 10-11-2005 09-01-2006
GC2 huerto casero Talca 10-11-2005 09-01-2006
GC3 poblacién silvestre Los Ruiles 10-11-2005 08-01-2006
GC4 poblacion silvestre Tolhuaca 10-11-2005 09-01-2006

| GC5 huerto casero San Javier 10-11-2005 09-01-2006
poblacién silvestre Los
CG6 Queries 10-11-1950 09-01-2006
MATERIAL RECOLECTADO EN POLACIONES SILVESTRE
Fecha o
Cadigo Origen Cosecha Fecha Envio
Los Ruiles (Km 23-22 camino Cauquenes
GS81 | aChanco) 17-11-2005 09-01-2006
GS2 |Los Queries 25-11-2005 09-01-2006
TRATAMIENTOS DE POSTCOSECHA
Fecha
Cédigo Tratamiento Cosecha Tiempo Secado

P1 secado bajo sombra 27-12-2005 9 dias

P2 secado bajo sol 03-01-2006 32 horas

P3 secado en estufa a 40°C 27-12-2005 48 horas

P4 secado en estufa a 60°C 02-01-2006 8 horas

P5 secado en estufa a 80°C 03-01-2006 6 horas

lavado de hojas y secado en estufa a
P6 40°C 27-12-2005 48 horas
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FLUCTUACION ANUAL

Fecha
Cadigo Mes Cosecha | Fecha Envio
10-11-
A1 | Noviembre 2005
20-12-
A2 | Diciembre 2005
13-01-
A3 |Enero 2006
A4 | Febrero
A5 |Marzo
EDAD DE LA HOJA
Fecha
Cddigo Tipo de hoja Cosecha
(| E1 [Joven (Superior) 13-01-2006
E2 | Madura (Central) 13-01-2006
Senescente
E3 | (Inferior) 13-01-2006
RIEGO
Fecha
Cadigo Tratamiento Cosecha

R1 | Bien regado (20 cb)
R2 | Estresado (40 cb)
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Humedad residual de las muestras

%H?°
| Cédigo | Repeticion | Peso Inicial Peso Final % H,0 Residual
P1 1 164,6 74,8 63 94
P1 2 280,5 122.9 61 92
P1 3 188,1 85,8 62 94
P1 4 203,0 89,7 63 94
P2 1 165,7 75,2 63 7.6
P2 2 245,5 110,8 61 78 |
P2 3 2226 97,3 63 6,4
P2 4 174,3 78,4 63 7,0
P3 1 204,7 85,4 66 7,2
P3 2 | 1785 76,4 66 | 7.6
P3 3 345,3 139,9 64 7,0
P3 4 177,86 80,0 63 6,6
P4 1 273,2 1128 64 7.8
P4 2 268,1 114,68 63 7.8
P4 3 258,3 105,0 65 8,2
P4 4 186,3 77,0 67 7,2
P5 1 190,4 83,3 64 58
P5 2 2718 116,0 63 5,8
P5 3 2452 104,2 63 7.2
P5 4 184,2 80,6 64 6,3
P6 1 251,2 103,4 65 7.4
P86 2 262,5 105,0 66 7.0
P6 3 171,0 74,4 65 7.2
P6 4 240,1 95,5 67 7,2
Fecha Tiempo Prom.% H°
Tratamiento Cosecha Secado | Prom.% H.O Res.
Secado bajo sombra 27-12-2005 9 dias 62,38 C 94 A
Secado bajo sol 03-01-2006 | 32horas | 6253 | c 72 B
Secado en estufa a 40°C 27-12-2005 | 48 horas 64,55 |[ab 7.1 B
Secado en estufa a 60°C 02-01-2006 8 horas 64,73 |ab 7.8 B
Secado en estufa a 80°C 03-01-2006 6 horas 63,58 |bc 6,3 &
lavado de hojas y secado en
estufa a 40°C 27-12-2005 | 48 horas 65,60 a 7.2 B
Signif. **  Signif. e
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B. Capacidad antioxidante de las muestras de droga vegetal obtenidas de las
distintas condiciones de cultivo y cosecha. De las hojas de Buddleja globosa se
prepararon extractos hidroalcohdlicos al 50% utilizando para ello la misma técnica
estandarizada con la cual se preparé el extracto utilizado en los experimentos de
cicatrizacion en ratas.

B.1. Cuantificaciéon de polifenoles. Los resultados estan expresados como nmoles de
catequina/ul. de extracto, que fue el estandar utilizado como referencia. Los valores
representan el promedio de 4 determinaciones + SD.

Extracto nmoles de catequina/uL + 8D
de extracto
P1 43,13 0,57
P2 40,49 1,20
P3 40,41 B 0,91
P4 25,06 1,12
P5 32,82 0,68
Pé6 38,40 0,76
GC1 47,75 0,62
GC2 58,78 0,21
GC3 57,65 2,48
GC4 54,46 1,62
GC5 55,84 0,91
GC6 57,85 2,05
GS1 54,94 3,21
Gs2 41,99 0,63 3
A1 52 42 0,20
A2 47,81 1,19
A3 40,26 0,40
A4 44 04 0,20
A5 41,66 1,98
E1 - 45,02 1,58
E2 43 48 0,59
E3 36,21 1,78
R1 41,80 0,20
R2 4515 0,20
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B.2. Lipoperoxidacién microsémica. Se determiné el efecto de los extractos sobre la

lipoperoxidacion microsémica inducida por el sistema oxidante Cu®*/ascorbato.

B2.1. Determinaciéon del ICs para el extracto GC-1. Los microsomas fueron
previamente incubados con el extracto durante 10 min a 37°C, antes de inducir la
lipoperoxidacién con Cu®'/ascorbato. Los porcentajes de inhibicién fueron calculados
considerando como 100% el valor de la lipoperoxidacion microsomica inducida por
Cu?*/ascorbato, en ausencia del extracto. El valor ICs, representa la concentracion de
extracto que inhibe el 50% de la lipoperoxidacion microsémica y fue calculado
considerando como 100% el valor obtenido en ausencia de extracto. Cada valor
representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion

estandar.

IC,: de lipoperoxidacion de extracto hidroalcohélico de Buddleja globosa

(GC-1) frente a Cu*'/ascorbato

{IC,,: 0,16pL de extracto/mg proteina microsémica;
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B.2.2. Determinacion del efecto antilipoperoxidante de los extractos. Para estos
experimentos se utilizé la concentracion ICs, (0,16 ul) obtenida de la curva concentracion-
respuesta antilipoperoxidante del extracto GC-1. El procedimiento fue igual a aquel
utilizado para determinar el valor ICs, de la prevencion de lipoperoxidacion del extracto
GC-1 (B.2.1). los valores representan el promedio de 6 experimentos + SD

Extracto % de Prevencion +SD
lipoperoxidacion
P1 54,38 1,55
B P2 63,88 1,21 |
P3 51,67 1:53
P4 41,30 1,85
P5 62,21 1,78
P6 63,94 0,26
GC1 50,00 0
GC2 71,09 2,26
GC3 64,61 1,63
GC4 60,78 1,77
o GC5 62,90 2,04
GCé6 57,61 0,87
GS1 68,40 1,91
GS2 67,67 0,89
A1 63,55 : 0,36
A2 63,01 0,89
A3 52,49 0,62
A4 55,81 1,14
A5 64,79 0,35
E1 65,62 o 0,96
E2 66,74 0,81
E3 67,68 0,97
R1 62,14 2,86
R2 62,18 0,98
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B.3. Efecto de los extractos de Buddleja globosa sobre la oxidacién de tioles
microsémicos inducida por Cu®/ascorbato. El efecto protector de los tioles
microsomicos fue significativamente inferior al efecto antilipoperoxidante de los extractos.
Es por ello que utlizamos en este caso 3 pYL de cada uno de los extractos
(aproximadamente 20 veces mas extracto) para realizar estos experimentos. Los
microsomas fueron previamente incubados con el extracto durante 10 min a 37°C, antes
de inducir la oxidacién de los tioles con Cu®'/ascorbato. El porcentaje de inhibicion fue
calculado considerando como 100% el valor de la oxidacion de tioles microsdmicos
inducida por Cu®*/ascorbato, en ausencia del extracto. Cada valor representa el promedio

de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion estandar

Extracto % Prevencion + SD
- | Oxidacion de tioles B
P1 47,92 2,69
P2 46,71 3,91
P3 37,20 2,69
P4 39,97 3,18 B
P5 43,77 1,71
P6 41,52 3,43
GC1 40,66 1,71
GC2 32,70 3,67
GC3 37,89 4,65
GC4 41,87 2,94
. GC5 25,61 2,45
GC6 27,51 2,69
GS1 31,32 0,73
GS2 43,08 2,69
A1l 29,07 2,45
A2 30,97 2,69
A3 4066 1,71
A4 43 94 2,45
A5 42 91 3,91
E1 39,62 416
E2 33,74 2,20
E3 29,76 3,43
R1 37,54 2,69
R2 47 92 2,69
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C. Método para identificar a Buddleja globosa en una droga vegetal y en un
preparado mediante marcadores quimicos.

Disponemos de la literatura completa de Buddleja globosa y otras especies similares
del mismo género.

C.1. Compuestos seleccionados de la literatura que sélo aparecen presentes en

Buddleja globosa

Compuesto Metodologia
Dehydrobuddlein A Liao et al, 1999 (Raiz)
Maytenone Mensah et al, 2000 (corteza)
p- methoxycinnamoyl catalpol Houghton & Hikino, 1989
Deoxybuddlejone Mensah et al, 2000 (corteza)
Sutellarein-7-O-glucoside Marin et al, 1979 (Hoja)
B-amyrin acetate Ldpez et al, 1979 (Hoja)
7-p-methoxycinnamoylaucubin Houghton & Hikino, 1989 (hoja)
7-p-methoxycinnamoylcatalposide  |Houghton & Hikino, 1989 (hoja)
Hydroxybuddlejone No
Lupeol Marin et al, 1979 (Hoja)
Zerumbone Liao et al, 1999 (Raiz)
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C.2. Determinacion del contenido de agua

Peso
Cddigo| Repeticién | Peso Inicial | Final % H,0 %H° Residuall
P1 1 164,6 74,8 63 9.4
P1 2 280,5 122,9 61 9.2
P1 3 188,1 85,8 62 9,4
P1 4 203,0 89,7 63 9,4
P2 1 165,7 75,2 63 7,6
P2 2 245,5 110,8 61 7,8
P2 3 2226 97,3 63 6,4
P2 4 174,3 78,4 63 7,0
P3 1 2047 85,4 66 7,2
P3 2 178,56 76,4 66 7,6
P3 3 345,3 139,9 64 7,0
P3 4 177.6 80,0 63 6,6
P4 1 273,2 1125 64 7,8
P4 2 2681 114,6 63 7,8
P4 3 258,3 105,0 65 8,2
P4 4 186,3 77,0 67 7,2
P5 1 1904 83,3 64 58
P5 2 2718 116,0 63 58
PS5 3 245,2 104,2 63 7,2
PS5 A 184,2 80,6 64 6,3
P6 1 251,2 103,4 65 7.4
P6 2 262,5 105,0 66 7,0
P6 3 171,0 74,4 65 7,2
P6 4 240,1 95,5 67 ¥l
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Tiempo Prom.% Prom.% H°
Cadigo Tratamiento Secado H,0 Res.
P1 secado bajo sombra g dias 62,38 | ¢ 9,4 A
P2 secado bajo sol 32horas | 62,53 | ¢ T2 B
| P3 secado en estufa a 40°C 48 horas | 64,55 |ab 7, B
P4 secado en estufa a 60°C 8 horas 64,73 |ab 7.8 B
__PS secado en estufa a 80°C 6 horas 63,58 |bc 63 |C
lavado de hojas y secado en estufa a
P6 40°C 48 horas | 6560 | a 7,2 B
Signif. **  Signif. **
C.3. Preparacion del extracto de la droga cruda
Peso 2°
Cadigo| Seco |% H° Residual|1°® extracto| extracto |3°extracto| TOTAL
M1 546,4 7.9 91,80 | 3830 | 32,60 | 162,70
M2 562,7 8 110,19 53,53 26,40 190,12
M3 430,7 8 76,70 42,20 25,20 144,10
M4 408,3 8,5 66,77 26,01 25,40 118,18
M5 476,0 10,9 51,34 46,00 63,12 162,46
M6 611,2 8,2 77,05 53,20 50,87 181,12
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C.4. Caracterizacion y cuantificacion individual de los flavonoides, fenilpropanos,
iridoides y terpenos

Cuantificacion de polifenoles de los extractos estandarizados

N° muestra % Fenoles Taninos % % %
totales Flavonoides Flavonoides
(E.A.T) Totales (a) Totales (b)
A1 1,72 0,69 0,32 0,34
A2 1,35 0,62 0,30 0,32
A3 1,17 0,51 0,12 0,32
A4 1,09 0,33 0,13 0,21
A5 1,20 0,40 0.19 0,22
P1 1,74 0,80 0,14 036 |
P2 121 0.55 0,23 0,32
P3 1,10 0,60 0,21 0,34
P4 0,91 0,48 L2y B 0,24
P5 0,92 0,40 0,18 0,32
P6 1,40 0,60 0,19 0,32
| GC1 1,78 0,80 0,26 10,32
| GC2 1,28 0,50 0,28 0,31
GC3 1,96 0,80 0,34 0,47
GC4 1,96 0,96 0,34 0,47
GC5 1,95 0,80 0,34 0,45
GC6 1,96 0,70 0,32 0,44
GS1 1,50 0,80 0,24 0,39
| GS2 1,40 0,58 0,18 0,33
R1 1,18 0,70 0,36 0,21
R2 1,13 0,55 0,20 0,26
| E1 1,15 0,70 0,36 0,33
E2 1,20 0,56 0,26 0,22
E3 1,06 0,50 0,24 0,25
Buddleja 10,20 1,40 0,25
Globosa
Buddleja 8,50 1,30 0,32
davidi
Buddleja 6,30 1,10 0,24
Globosa
(hojas sin
| pelos) o
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Fenoles totales: Metodo de Folin-Ciocalteu; sustancia de referencia Acido tanico
(100ug/ml); maxima absorcion: 725 nm.

Taninos: precipitacién con pvpp. y luego se cuantificaron por el método de Folin-
Ciocalteu.

Flavonoides totales: (a) método aleman G.Frank und H.Koehler; (b) método colorimétrico

del tricloruro de aluminio; solucién de referencia Quercetina (50ug/ml).

C.5. Analisis de extractos de matico

Mediante cromatografia liquida de alta precision (HPLC) se chequearon los
distintos extractos preparados en el Laboratorio de Ximena Polanco y otros preparados en

nuestro laboratorio.

Muestra analizadas:

Caédigo* | Codigo* | Codigo* | Codigo* | Codigo* | Codigo* | Codigo#
GC1 GS1 P1 A1 E1 R1 M1

GC2 GS2 P2 A2 E2 R2 M2 |
GC3 P3 A3 E3 M3 |
GC4 P4 A4 M4

GC5 P5 A5

GC6 P6 AB& ]

* Extractos preparados en el Laboratorio de Ximena Polanco
# Extractos preparados en el Laboratorio de Plantas Aromaticas-Utalca
& No recibido

A continuacion se entregan la comparativa de los cromatogramas y un analisis de

seis de las sefiales mas representativas de estos.
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C.5.1. Analisis de los extractos GC1 al GC6

Comparacion de cromatogramas:

Absorbance (AU)

sudvinilind

| a

e e e e e R T e T e A e =
o s 10 1s 20 2s 30 as ao as

Retention Time (min)

M) Mmtice — Vial 1 Tnj 1 O 1 - Im ted ZOO-400 nm
b)) Matioco — Vieml 2 Injg 1 T ooz — I = ted am
@) Matico - Vial 3 Inj 1 UNKNOWNOOS - Integrated 200-400 rnm
) Matics - Vial 4 In) 1 UNKNOWNOO4 - Integrated 200-400 nm
=) Matico - Vial 5 Inj 1 UNKNOWNOOS - Integrated 200-400 nm
) Matioo — Vial & Inj 1 UNKNOWNOOG - Integrated 200-400 rm

Extractos: a) GC1; b) GC2; ¢c) GC3; d) GC4; e) GC5; f) GC6
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

Analisis GC1_GC6

25000000 - - e
20000000 -

15000000 +

Areas

10000000

5000000

0. | B
1 2 3 - £ 5 6

| EI #1 110093196 10974684 9079322 | 9815757 K 01 97490 9467963

[__

|l#2 |20548264| 18807756 17639401 2211 1638 19553801 '2121 4724

|[:|#3 ‘12?85898112649018 10689207 13151631 13152008 13320670

O#4 | 5717741 '6279860 4030152 | 6297665 I 7360194 | 6229330 |

m#5 ‘ 726?305 6003681 | 7363788 | 5634746 | 5384326 15005024
|EI#6 | 7984921 | 7199035 8192072 | 7161707 _1 6725806 ?25843§ I

Extractos

Extractos GC1=1; GC2=2; GC3=3; GC4=4; GC5=5; GCB=6.
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C.5.2. Anilisis de los extractos GS1 y GS2

Comparacion de cromatogramas

N
]
wlivnbielinalinbnnl iy

Absorbance (AU)

I P A [ U D il A T B e A I okt st i i L T TR DI A B s DAY A0 TN B (0 (A T L
o L] io0 15 20 25 30 35 40 45
Betention Time (min)

m) Matico - Vial 7 Inj 1 UNENOWNOO7 - Integrated 200-400 nm
b) Matico Vial 1 Inj 1 UNENOWNOOL - Integrated 200-400 nm

Extractos: a) GS1; b) GS2
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

25000000 1 I

20000000 -

15000000 ;

Areas

10000000

5000000 -

Analisis GS1_GS2

Extractos: 1) GS1; 2) GS2

1 2 | '

5236466 | 5175111 ||

20397824 | 11745632 )

12051620 . 10071592 |

4933790 4656625 |

7667800 I 5348346
9239352 | 5231216

Extractos GS1_GS2
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C.5.3. Analisis de los extractos P1 al P6

Comparacion de cromatogramas

wlunbisidu
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B

|
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wilunlusdi

Absorbanca (AL)
-
N

o 5 10 is 20 25 30 as 40 45

Retention Time (min)
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k) Matico - Vial 4 Inj 1 UNKNOWNOO4 - Integrated 200-400 nm
o) Matico - Vial 2 Inj 1 UNKNOWNOO2 - Intagrated 200-400 nm
d) Matico — Vial 6 Inj 1 t & — I d 200-400 rum
o) Matica - Vial 2 Ind 1 UNENOWNOOZ - Integrated 200-400 nm
£) HMatice - Vial 1 Inj 1 1 = Integ ted 200-400 nm

Extractos: a) P5; b) P4; c) P3; d) P6; e) P2; f) P1
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

Anélisis P1_P6
18000000
16000000 e,
14000000 - RS
12000000 -
8 10000000 T
% 8000000 -
6000000 - .
4000000
2000000 - =
0 - . :
| 1 5 | 6 |
O#1| 7219573 6564471 | 5141175 | 2904526 | 5213703 | 5195027
m#2 15779979 12108065 | 10976359 5000636 | 6764960 | 9917600 |
O#3 | 12660839 | 12828228 | 8901974 'fssc)gga? 10148544 | 9387152 |
[I#4/ 5550379 | 6556911 | 3921639 | 2799737 | 5253995 | 4257380
5-#5| 7471595 7465224 | 4742742 | 3252509 | 7736520 | 6133058

D#G| 9614872 819464? | 5329412 3753141 ! 7246037 '11008841

Extractos

Extractos: P1=1; P2=2; P3=3; P4=4; P5=5; P6=6.
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C.5.4. Analisis de los extractos A1 al A5

Comparacion de cromatogramas:

N
1]
it

ibstsinliiotag

aibiir

dlidady

Absorbanca (AU}
w
o

e . — e S .
o 5 1o is 20 25 30 as 40 45

Retontion Timsa (min)
Ind 1 1 - Intag e 200-400 nm

a) Maticoe = Vial

i
b) Matico - Vial 2 Inj 1 UNKNOWNOO2 - Inteagrated 200-400 nm
) Matico = Vial 3 Inj 1 UNKHNOWNOO3 - Integrabted 200-400 nm
d) Matice — Vial 4 Inj 1 4 - Integ Z00=400 nm
=) Maticoe — Vial 1 Inj 1 01 - I d 2W00-400 nm

Extractos: a) A1; b) A2; c) A3; d) A4; e) AS
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

| 25000000 l B
20000000 1
|
|
1

15000000

10000000 |

Areas

5000000 ’

O#6| 8141042

1| 2 3 | a4 | s
O#1 11392412 | 7147256 = 4689100 | 5506276 & 5625300 |
m#2| 21705515 | 13352616 | 20988526 15429033 | 15873801 |
O#3| 13741305 | 10352100 897861 9237508 | 8119800
O#4| 6455502 | 4834666 & 2327478 & 3252947 | 3866384
m#5 6594408 | 5782608 & 4281990 | 4877682 | 3008052 |
' 6022431 | 9650044 & 7420772 | 6395761

Extractos: 1) A1; 2) A2; 3) A3; 4) A4; 5) A5
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C.5.5. Anilisis de los extractos E1 al E3

Comparaciéon de cromatogramas:

Abacrbance (AU)
=
w

T ot e B I L T e o o o o I By I o e e
o 5 1o is 20 25 3o 35 40 45

Retention Time (min)
a) Matico - WVial 2 Inj 1 - In d 200-400 nm
b) Matico - Vial 3 Inj 1 03 - Integ 200-400 nm
) Matico - Vial 4 Inj 1 o4 - I g 200-400 nm

Extractos: a) E1; b) E2; c) E3

A



UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicologica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920
e-mail: mel@ciq. uchile. ¢l

Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

Analisis E1a E3

20000000 - —
15000000 | i S
%
@ 10000000 F———— :
< .
5000000 -{
0 _
| 1 | 2
| R S - (. A
| O#1| 6729009 7721692 | 4572781
i m#2 | 17241582 | 14630636 | 10183652
| O#3 | 10043006 10671879 7454797 |
O#4 | 4350254 | 5116895 | 4160345 |
m#5| 4063119 | 5471198 | 4418394
o#6 | 6810433 6368320 | 5928064

Extractos E1_E3

Extractos: 1) E1; 2) E2; 3) E3
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C.5.6. Analisis de los extractos R1 al R2

Comparacién de cromatogramas

Absorbance (AU)

o 5 10 15 20 25 30 3s 40 45
Retention Time (min)

a) Matico - Vial 5 Inj 1 UNKNOWNOOS - Integrated 200-400 nm
b) Matico - Vial 6 Inj 1 UNKNOWNOOS - Integrated 200-400 nm

Extractos: a) R1; b) R2
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

Analisis R1 al R2

20000000
15000000 . |
2 |
8 10000000 - S
< |
5000000 . i—‘
0
1 2 |
o#1 | 5308923 ~ s7atest
m#2| 15359233 | 14258792 B
oO#3| 8925307 9412500
O#4 3183759 - 3569321 3
m#5| 4750008 4411902
o#6| 8022732 ] 5790945 [
o N Extractos _RTI;RZ

Extractos: R1=1; R2=2
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C.5.7. Analisis de los extractos M1 al M4

Comparacion de cromatogramas

Abmasbance (AU}

Extractos: 1) M1 (Buddleja Globosa); 2) M2 (Matico peruano); 3) M3 (Buddleja
davidii); 4) M4 (Buddleja Globosa, hoja sin pelos)
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Resultados del analisis de los seis compuestos mayoritarios

Extractos de diferentes Maticos

| 12000000 -
10000000
8000000
6000000
4000000 -
2000000 -
0

Area

Maticos

Extractos: 1) M1 (Buddleja Globosa); 2) M2 (Matico peruano); 3) M3 (Buddleja
davidii); 4) M4 (Buddleja Globosa, hoja sin pelos)
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C.5.8. Cromatogramas comparativos de compuesto 41 y B. davidii

T T e — . T s I Ee B R S e R B

o 5 10 15 20 25 30 3s 40 4as
Retenticn Time (min)
a) Matico - Vial 3 Inj 1 UNKNOWNOO2 — Intagrated 200-400 nm

B} Matice - Vial 5 Inj 1 UNENOWNOOS — Integrated 200-400 =nm
2} Matice - Vial 6 Inj 1 UNKNOWNOOE — Integrated 200-400 nm

Extractos: a) Buddleja davidii; b) Compuesto 41; c) Mezcla Buddleja davidii
mas compuesto 41.
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C.6. ldentificacion de los marcadores quimicos

Compuesto 31-1: fue obtenido a partir de la fraccién 31-40 obtenida previamente
mediante cromatografia en columna de silica gel. Este compuesto fue aislado mediante
placa fina preparativa de gel de silice empleando como fase moévil Acetato de etilo, Acido
acético y agua en proporcion 10:2:3, obteniéndose verbascésido como producto
mayoritario. Por su parte el andlisis de esta molécula mediante Cromatografia liquida de
alta presion empleando detector de arreglo de diodo ha permitido establecer un tiempo de
retencién para este metabolito de 20,31 minutos empleando una gradiente de Acido
fosforico al 1%: Acetonitrilo:Metanol corridoc en 65 minutos. Los compuestos fueron
monitoreados a 270 nm, previo barrido en un rango de 200 a 400 nm, empleando una
columna RP18 de 250 mm. De este analisis se puede establecer que este metabolito
esta presente tanto en B. davidii como en B. globosa, diferenciandose en las

concentraciones siendo el metabolito mayoritario en B. globosa.

Ry R:

4 o= Lrhamnepyranose I

5 s Larhamneparanase = Lrhamneprran e

iz 20 Db bione i D clovssiobs dmdabo ] b 50 sfaraea s Siaiond i,

a =-3.43 (MeOH, ¢ 0.321)
UV (MeQOH): 332, 285, 240
Aparentemente 31-1 corresponde con 4
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de cada una de las sefales se muestran en la Tabla siguiente.

Posicion Sy (ppm) J(Hz) N

Aglicona

1 . 129.30

2 6.71 d(1.77) 116.42

3 . 146.07

4 - 144 .58

5 6.69 d(8.08) 118

6 6.57 (1.77) 119.73

as, 2,60 m 69

o 3.79 1(9.3) =

B 2.78 m 24.16

Glucosa

1 4.43 d(7.83) 104

2 3.30 t(8.34) 75

3 367m 79.64

4 4.79 t(9.60) 67

5 347m 78

6 357-3.78 m 60

Ramnosa

17 512s 104

2’ 3,70m 71

3 3,36 dd (3,3; 70
9,35)

4 3.20 (9.35) 72

5 3,40 m 69

6” 1.05 d(6.06)

Acido cafeico

1 . 127

2 7.09s 118

3 . 144.58

4 - 147

5 6.78 d(8.34) 115

6 6.99 d (7.83) 120

A 6.24 d(15.66) 116.42

B _ 7.50 d(15.66) 146.07 ]

C=0 - 174

Los datos de RMN en DMSO-d4 se muestran en Ia siguiente tabla. La asignacion
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Estos datos han sido comparados con reportes previos de literatura a fin de comparar y

verificar la estructura propuesta, existiendo concordancia entre los datos reportados en

literatura y los encontrados en este trabajo.

Zeliha S. Akdemir |. Irem Tatli, Erdal Bedir, lkhlas A. Khan. (2004) lridoid and
phenylethanoid glycosides from Verbascum lasianthum. Turk J. Chem 227-234.

TUBITAK. (Datos tabla 2, ver a continuacion)

Tesis doctoral: Phytochemical investigation of plants used in African
traditionalmedicine: Dioscorea sylvatica (Dioscoreaceae), Urginea altissima
(Liliaceae),  Jamesbrittenia fodina and  Jamesbrittenia  elegantissima
(Scrophulariaceae).Anne-Laure Cogne.
http://www.unil.ch/cyberdocuments/pratique/acces/sciences/these Cogne.pdf
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Tabb- 2 U1 NAIR TR Y N1 2 RN Bl J—.‘f._-_} wiwd BT NAIR rl,;l'- Mk, D3RS Ln'.;_} tlada of coqupeonels 1 aned 7

L %
Fosition Corvan S ippmi dgoppnn W iHzY & ippmy oy ippiay J 2 Hz
Aglvorane

1 ¢ 1310 - - 1300 -
2 CH 1167 0,050 = - 117.1 RS =
3 C 145.0 - - 144.4 -
4 L 1449) - - 1444 -

: CH 1164 DR | T 1164 G40 4] 3.0
0 C'H 1300.5 H42 % - 1204 0.0 5.0
o, C'H- 1.0 .67 bt T 71.2 3705 -
(1 F3 - - 3.01 bt FET - Asng -
o ('H. 6.0 73w = 5.0 270 m =
1= D-Clueme
1 CH 103.3 4.3741 T 3.2 1354l T
2.8 CH 5.4 A2t x2 h2 332 =
2 CH =11 RN = U 353 m 7D
¥ C'H (IR 175t 0.5 607 454 ¢ i
7 CH | 245 m = T35 260 m -
5 CH. 617 345A0 = 5.5 330 m 10.0

il : - 345370 - > 3.00) -
= L—RJ):JII]IEI'I:-CL'

1 CH 12,0 SAIs D B 1.2 5003 b "
ol CH gk 3733 " 1.2 36001 1.6
3% CH il 3.35-3.500 - 7l.l 32001 28704
1 CH e 115t 03 725 31d o0
o CH GOLG 35300 “ RS 231 m &
o CH; 10,01 1004 s 15,0 0.9 11 .1

i- L-Rlanose
11 CH 2 a = 1021 450 brs B
o CH = £ = 714 300041 1.0
3 CH " ’ § 1.3 A 3,
I CH - = - T2 3.2 ¢ LR
i CH s - < G0.3 351 m -
i CH.. = = : 15,6 IREERY | il
Acvl i

o
-
e
i

Py C 127.0) . 1260 -
“y CH 115.4 TAH - - 115.3 T.02 . -
] C 146,00 i % 145 . N
) C 14590 = = JRIHH = =
} C'H 114.7 ol Tt 1133 iy | 0
B CH 1222 G007 .0 1235 n0T Vb
o CH 117.2 021041 158 116,05 5,201 15.5
T CH 6.3 TN 155 146.7 TRl 10
=0 C 1500 z = 1600 2 :

= mnelear e boowverlapping

P B eongeeane ] 5
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Verbascoside, or acteoside.

2. 4-aihydroxy-i-pheretnyl-Q-n-rhamnopyrarosyl- 1 - »3i-£-C-calledy - -glucopyraroside,

CooHsCiz
MW 624
Yellow amorabous oowoer

[« ;= -64.9 ieOR. c.0.7)

Np 145-145

PO S e
UV A " e, 330,290, 248

Tt

APCI-MS vz frel. IrL). B22.0 | M+H20]" 1100 624 9 (81 475020 4709 {12y, 356 8 (15},

325.C {867, 155.1 (32), *63.2 (b5}

ESI-MS mz frel. Inb). 541.9 [M-F-0]" 1181, 824 8 [*6), £78.7 (351, 22£.9{10C;, 210.8 {273,

183.0 148

"h NRR (500 MHz methano-od: see Table &
B0 NMIR {125 Mb 2 methancl-d4). see Tane 9
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Taple 9. 'k NMR and C signas of compourc € {50125 Wbz n methancl-od. TMS as
mena stancare). chemcal shés in ppm

| Signals |'H B
ShPr
1 13741
2 555 d J=7.8Hz 12724
3 567 d J=BB -z 116.27
4 144 60
7] 14605
8 570 s 117.08
7 280 s 36.51
8 372 g S8Rz 72.22
Gle
1 438 d J= 108 Hz 104.42
2 338 © J=BSHz 5. 14
3 381 ¢ J50Hz B81.63
4 430 © J=83H2 70.51
g 354 m V5.9
5 3.54-3.56% 62.30
362 d f86H2
*ha
1 520 s 102.595
2" 352 5 72.28
3 3.58 ¢ =101 Hz 71.95
4’ 328 1 B0z 73.73
5 3.54.3.56 ™ 70.38
6" B d J=E8Hz 18.424
CM
i R4 12760
2’ 705 s 115.18
3" 148,76
4" 14972
5" 879 d J=B3Hz 116.48
6" 585 d SB35z 123.21
ri 760 d S~16.2 Hz 147 58
a’ 527 d J=158 Hz 114.62
g- 158.26

" Sigral unclear due lo overlapping
Wultigholies = —ultiplel, 8. siaget. d. deubet
Pk Pr. phenylpropane: Glo. glucose; Rba: thamnese: CM: caflecyl moiely

|30
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Compuesto 41-3: se obtuvo mediante cromatografia en capa fina preparativa de la

fraccion 41 de matico previamente trabajada mediante cromatografia en columna de silica
gel, la cual fue eluida en la fase organica del sistema formado por acetato de etilo: &cido
acético: agua, en proporcion 10:2:3, existen algunas similitudes de sefiales de protones
entre este metabolito y el compuesto K aislado durante el desarrollo de la tesis:
Phytochemical investigation of plants used in African tradicional medicine: Dioscorea
sylvatica (Dioscoreaceae), Urginea altisima (Liliaceae), Jamesbrittenia fodina and
Jamesbrittenia elegantisima (Scrophulariaceae). Anne-LaureCogne.

http://www. unil.ch/cyberdocuments/pratique/acces/sciences/these Cogne.pdf

B 2

:E
2

y 23 .
;”LJJ

] T -] 5 4 3 2 1 ER

Fgure 68 "H-NMR of K 1500 MHz in methano-ad;

GHLOH

)

Compord K
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H

7.73 (9.85)

7.60 (8.5)

6.97 (8.5)

6.91 (8.84)

a

6.40 (6.06, 15.92)

5.88 (12.89)

4.96 (MeOH)

4.78 (7.07)

415 (12.6)

4.05 (8.3)

3.90

3.85

3.33

2.33 (MeOH)

1.30

aonnn n3ao0oeaoaan o)

1.18 (6.06)
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Tanle 2°. "4 NMR signals of Ihe pure compources J K and L imethanol-g4. 500 MHz, TVS as
7%, slardard; chemical shifis n opm.

H J K L
z & = =
3 - G5B brs G.62 brs
5 E - 3
5 5.18 d. )=1.5Hz - x
7 _ -
B 538 d.)=1.5Hz G.98 s G.92 s
2 B.05 d. =88 Mz 784 ¢ J=68BHe T.BE d. v=58 lz
) 588 d . /=85HMz 681 €. =T 3He 608 4 =73 rlz
4 - -
6§88 d, /=85 Hz 6.91 d. = T3 He 6.98 d.o=7.3 =z
] B.05 d. )= 5.5 Mz 7.54 d J=6G5MHz 7.BC d =508 rle
Gic
1 922 d. =73 He S09 ¢ t=58Fz 505 4. 2=50 e
2 342 u 3539 u 3.98 m
3 344 u 356 m 3.7C
# 3 M m 343 Lo=82 346 m
5 321 m 359 354 m
5 353 dd J=116 54 4z 274 m aFo™
360 dd. J= 116 24 *iz 398 ¢, =0T e 4.06 d. =92 Mz
Rha
: s 4.7E s
" 387 =
3" 368 u
4 232 m
5 385 u
5 1.6 d, 0=%5.3 rlx

mutphcbes. m mulliplet. s: singlet d. doublet u: mutbplicty unclear due Lo overlapped signals

" inlerchargenble signals

59



UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicoldgica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920
e-mail: mel@cig.uchile.cl

C.7. Identificacion y cuantificacion mediante CCF

60



UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Farmmacoldgica y Toxicologica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920
e-mail: mel@cig.uchile.cl

61


mailto:mel@ciq.uchile.cl

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Fammacoldgica y Toxicologica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920
e-mail: mel@ciq. uchile. ¢l

62



mailto:mel@ciq.uchile.cl

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas

Departamento de Quimica Farmacolégica y Toxicologica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920

e-mail: mel@cig.uchile.cl

63


mailto:mel@ciq_uchile.cl

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Departamento de Quimica Farmacolégica y Toxicolégica
Olivos 1007 — Independencia — Santiago, Chile — Fono: 978 2885 — Fax: 737 8920
e-mail: mel@ciq.uchile.cl

D. Caracterizacion del extracto hidro-alcohdlico de hojas de Buddleja globosa

utilizado para la realizacién de los experimentos de cicatrizacién.

D.1. Caracterizacion realizada por Laboratorios Ximena Polanco

Producto : Matico Extracto 1:3.8 Fecha :11.11.05
Serie : 119625 N° Registro : **SE- 616
Codigo : 1110031 * B- 371
Caracteristicas botanicas Especificaciéon | Analisis
Especie Cumple
Buddleja globosa
Hojas Cumple

Parte de la planta utilizada

Caracteristicas organolépticas

Aspecto Liquido Cumple
Color Café oscuro Cumple
Olor Caracteristico Cumple

Caracteristicas Fisico-Quimicas

pH 4,0-7,00 5.2
Graduacion Alcohélica (15°C) N.D. 59° GL
Peso especifico (20°C) N.D. 0,913 g/mL
Residuo solido (peso constante) N.D. 4.5 %
Identificacion
Positivo Cumple
Flavonoides
Taninos Positivo Cumple
__ Saponinas Positivo . ) Cumple
| Azucares reductores Positivo Cumple |

(*) Identificacion Botanica:
Las caracteristicas de género y especie de una muestra de material vegetal
corresponden a material vegetal estandar por confrontacion de muestras.

(*) Identificacion Quimica:
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Las manchas de identificacion en CCF de una alicuota de muestra son similares a
las manchas de identificacion de una alicuota estandar.

D.2. Cuantificacion de polifenoles

Extracto Contenido Polifenoles

30,6 £+ 2,36 nmoles catequina/uL
Buddleja globosa N° de serie 119625 extracto

Noviembre 2006

116,28 umoles de catequina /g de droga
vegetal

D.3. Efecto del extracto hidro-alcohélico de Buddleja globosa sobre Ila
Lipoperoxidacion microsémica inducida por Cu*/ascorbato. Determinacién del I1Cs,.

Los microsomas (1 mg de proteina) fueron previamente incubados con el extracto
durante 10 min a 37°C, antes de inducir la lipoperoxidacién con Cu*'/ascorbato de
acuerdo a lo descrito en Métodos. Los porcentajes de inhibicién que aparecen en la figura
1 fueron calculados considerando como 100% el valor de la lipoperoxidaciéon microsémica
inducida por Cu®*/ascorbato, en ausencia del extracto. El valor ICs, (0,13 pL del extracto
/mg de proteina microsémica) fue calculado del grafico semilogaritmico que se muestra a
continuacién y representa la concentracion de extracto que inhibe el 50% la
lipoperoxidacion microsémica; fue calculado considerando como 100% el valor obtenido
en ausencia de extracto. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos

independientes + su desviacion estandar.
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D.4. Efecto del extracto hidro-alcohélico de Buddleja globosa serie N° 119625 sobre
la oxidacién de tioles microsémicos inducida por Cu?**/ascorbato. Los microsomas (1
mg de proteina) fueron previamente incubados con el extracto (3 pL)durante 10 min a
37°C, antes de inducir oxidacién de tioles con Cu**/ascorbato de acuerdo a lo descrito en
Métodos. El porcentaje que aparece sobre la barra Cu?*/ascorbato/extracto en la figura
que se muestra a continuacién fue calculado considerando como 100% la diferencia entre
los tioles del control (medidos en ausencia de Cu*'/ascorbato y extracto) y los remanente
en presencia de Cu*'/ascorbato. La concentraciéon de extracto utilizada corresponde al
valor IC5, obtenido en los experimentos de lipoperoxidacion (Figura 1: 0,13 pL del extracto
Img de proteina microsémica) Cada valor representa el promedio de al menos 4

experimentos independientes + su desviacion estandar.
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Efecto de extracto hidroalcohdlico de Buddleja globosa
scobre el contenido de tioles

% Tioles remanentes

Control Cu®'/asc Cu**fasc/Extracto

D.5. Correlacion de los datos agronémicos con los de la actividad antioxidante de

los extractos.

1. Tratamiento de postcosecha. Los extractos obtenidos de diferentes tratamientos
de postcosecha mostraron la mayor cantidad de polifenoles secando las hojas a
temperatura ambiente bajo sombra, las que disminuyen drasticamente con el secado a
temperaturas elevadas (60 y 80°C). Es interesante observar que entre los tratamientos de
secado a 40°C y lavado con posterior secado a la misma temperatura no se observen
diferencias significativas. Esto significa que las hojas sucias se pueden lavar antes del
secado sin perder polifenoles.

Los extractos mostraron el mayor efecto antilipoperoxidante cuando las hojas se
secaron al sol, a 80°C o se sometieron a un lavado antes de secarlas en estufa a 40°C.

Las diferencias entre los efectos protectores de grupos tiélicos proteicos mostraron
muy poca diferencia entre los tratamientos de secado. Destacan los tratamientos de
secado a temperatura ambiente que tuvieron efectos significativamente mayores que el
tratamiento de secado en estufa a 40°C, pero no se diferencian de los tratamientos con
secado a 80°C ni lavado y posterior secado a 40°C. Por otra parte, no se observa una

diferencia significativa entre los tratamientos de secado a 40°C, con y sin lavado.
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En general se puede concluir que los extractos obtenidos de hojas secadas al sol, a

80°C o lavados con posterior secado a 40°C tienen buenos efectos protectores de la
oxidacion, a pesar de contener menos polifenoles que los extractos obtenidos de hojas

secadas bajo sombra.

Cuadro 1: Contenido de polifenoles y efectos antilipoperoxidante y
proteccion de grupos tidlicos proteicos en extractos obtenidos de hojas con
diferente tratamiento de poscosecha

Tratamientos Polifenoles Antilipoperoxidant Tioles
Postcosecha Media Media € Media
P1 | sombra 431 a 544 b 479 a
P2 | sol 40,5 b 63,9 a 46,7 ab
P3 |40°C 40,4 bc 51,7 b 372 ¢
P4 |60°C 25,1 e 4.3 ¢ 40,0 bc
PS5 | 80°C 32,8 d 62,2 a 43,8 abc
P6 | Lavar +40°C 384 c 63,9 a 41,5 abc
| Sig. | 0,05
Tes Kruskal-Wallis Tukey Tukey
t

2. Efectos de la fecha de cosecha y la edad de la hoja. Mientras que el contenido de
polifenoles en los extractos es mayor cuando las hojas se cosecharon en noviembre,
seguido por diciembre, la mayor proteccion de grupos tidlicos se observa en extractos
cuyas hojas se cosecharon entre enero y marzo (Cuadro 2). Los efectos
antilipoperoxidantes son mayores cuando las hojas se cosechan en marzo y noviembre,
seguido por diciembre.

En general, se observan buenos efectos protectores cuando la fecha de cosecha es
en marzo, a pesar de que el contenido de polifenoles haya declinado. El fin de la
temporada también es indicado para la cosecha porque hay una gran cantidad de hojas.

Por otra parte, en noviembre y diciembre las hojas son jovenes, momento en que
sus efectos protectores de tioles son mayores, como se puede deducir del cuadro 3.

Las hojas senescentes, presentes al final de la temporada, contienen menos
polifenoles y efectos protectores de tioles que las hojas jévenes, pero no pierden su efecto

antilipoperoxidante.
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Cuadro 2: Contenido de polifenoles y efectos antilipoperoxidante y
proteccion de grupos tidlicos proteicos en extractos obtenidos de hojas
cosechadas en diferentes fechas

Tratamientos Polifenoles | Antilipoperoxidante Tioles
Mes de cosecha Media Media Media

A1 | Noviembre 52 a 64 ab 291 b
A2 | Diciembre 48 b 63 b 31,0 b
A3 | Enero 40 d 52 d 40,7 a
A4 | Febrero 44 c 56 c 439 a
A5 | Marzo 42 d 65 a 429 a
| Sig. | 0,05

Test | Tukey

Cuadro 3: Contenido de polifenoles y efectos antilipoperoxidante y
proteccion de grupos tidlicos proteicos en extractos obtenidos de hojas de
diferente edad

Tratamientos Polifenoles | Antilipoperoxidant Tioles
e
Edad de la hoja — posicion en la Media Media Media
planta

E1 | Joven-superior 4502 a 656 b 396 a

E2 | Madura-central 43,48 a 66,7 ab 337 b

E3 | Senescente- 36,21 b 67,7 a 298 b

inferior - ]

 Sig. 0,05

Test LSD

< Efecto del riego. Los extractos obtenidos de hojas cosechadas en plantas

sometidas a estrés hidrico muestran mayores contenidos de polifenoles y buenos efectos
protectores.
Sin embargo, el estrés hidrico disminuye el rendimiento de hojas, por lo que se

recomienda aplicar solo un estrés moderado y evitar abundante riego.
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Cuadro 4: Contenido de polifenoles y efectos antilipoperoxidante y
proteccion de grupos tidlicos proteicos en extractos obtenidos de hojas con
estrés hidrico

Tratamientos Polifenoles | Antilipoperoxidant Tioles
e
Media Media Media
R1 | Bien regado (20 4180 b 62,14 a 375 b
cb) _ - L

R2 | Estresado (40 cb) | 45,15 a 62,18 a 479 a
| Sig. 0,05

Test LSD

4. FEfecto de las accesiones y del cultivo. Las accesiones de matico cultivadas
corresponden a clones de tres plantas cultivadas en huertos caseros (Pencahue, Talca,
San Javier), dos de plantas silvestres de Los Ruiles y Tolhuaca y la descendencia
obtenida por semilla en el caso de la poblacion silvetre de Los Quefies. Todas las plantas
recibieron el mismo tratamiento en cultivo.

En el caso del efecto antilipoperoxidante las plantas de la accesion “Talca”
obtuvieron los mejores resultados, pero a la vez los efectos protectores de tioles no fueron
tan buenos. En este ultimo ensayo destacaron plantas de “Pencahue”, “Los Ruiles” y
“Tolhuaca”.

Al comparar las plantas cultivadas de Los Ruiles y Los Quefies con sus progenitores
silvestres se observa una mejor proteccion de la lipoperoxidacion y de los grupos tidlicos
en plantas silvestres, mientras que el contenido de polifenoles es menor (Cuadro 6).
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Cuadro 5: Contenido de polifenoles y efectos antilipoperoxidante y
proteccion de grupos tidlicos proteicos en extractos obtenidos de plantas
cultivadas de diferente origen

Tratamientos Polifenoles | Antilipoperoxidant Tioles
E
Procedencia cultivada | Media Media Media

GC1 | Pencahue 478 ¢ 50,0 40,7 a
GC2 | Talca 58,8 a 71,1 32,7 bc
GC3 | Los Ruiles*® 57,7 ab 62,9 379 ab
GC4 | Tolhuaca* 545 b 57,6 419 a
GC5 | San Javier 55,8 ab 64,6 256 c
GC6 | Los Quenes* | 57,9 ab 60,8 2L5 ©
| Sig 0,05

Test Tukey Kruskal-Wallis Tukey

* Accesiones de poblaciones silvestres

Cuadros 6a, b, c: Extractos obtenidos de dos poblaciones silvestres y sus
respectivos clones cultivados y sus efectos sobre a) contenido de

a) Polifenoles

de grupos tidlicos proteicos

polifenoles; b) antilipoperoxidantes; c) proteccion

Silvestre Cultivado Diferencia
media media Promedio silvestre-
cultivado
Los Ruiles 549 a 57,7 a | 56,29+3,03 ns
Los 420 b 57,9 a |49,92+8,59 *
Quenes
Promedio 48,46 57,15
+7.25 +249
Diferencia » ns
procedenci
as
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646 a |66,51+261 " hs
576 b | 62641544 *
68.04 6111 13,04

37,9 a | 34,6014,67
43,1 a 27,5 b | 35,30+8,69 .

37,2046,55 32,7046,57
* *

E. Evaluacion de la Dosis a utilizar en el tratamiento de los animales.

El extracto de Buddleja globosa utilizado para estos experimentos fue el
correspondiente al Numero de serie: 119625. Para el célculo de la dosis a administrar se
tomé como referencia la dosis utilizada en humanos de GUG/X, fitofarmaco formulado por
Laboratorios Ximena Polanco. Este fitofarmaco es una mezcla hidro-alcohdlica compuesta
por 3 extractos, entre ellos Buddleja globosa. - "

El calculo de la dosis para las ratas se realizé de la siguiente forma:

e Dosis utilizada en humanos de GUG/X: 500 jiL de extracto cada 8 horas,
considerando un peso promedio del individuo de 70 Kg. ‘

e El peso promedio de las ratas fue 310 g + 20. Considerando este valor la dosis para
la rata seria 2,2 pL de extracto/animal. Sin embargo, la velocidad del metabolismo de las

ratas es 4 veces mayor al ser humano. Por lo tanto, la dosis semejante a humanos en
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rata seria 2,2 x 4 = 8,8 uL de extracto cada 8 horas. En experimentos previos de nuestro

laboratorio realizados en ratones obtuvimos buena cicatrizacion con dosis 10 veces

superior. Por lo tanto, la dosis elegida fue 100 puL de extracto cada 8 horas.

Hemograma y Perfil Bioquimico. Para realizar estos andlisis muestras de sangre fueron
extraidas de cada animal por puncién cardiaca, antes de eutanasiar los animales. Cada
muestra se dividié en dos recibidores: a) 2,5 ml en un tubo con anticoagulante EDTA
(hemograma) y b) 2,5 ml en un tubo sin anticoagulante para realizar el perfil bioquimico.
Las Tablas que se muestran a continuacion muestran estos resultados. GRUPO A:
animales tratados via oral con 100 yL de extracto de Buddleja globosa; GRUPO B:

animales controles. Las pruebas sanguineas analizadas fueron:

Hemograma:

a) Serie roja: Eritrocitos, Hematocrito, Hemoglobina, Volumen corpuscular medio (VCM);
Hemoglobina corpuscular media (HCM); Concentracion de hemoglobina corpuscular
media (CHCM); Morfologia; Plaquetas; Velocidad de eritro-sedimentacion (VHS).

b) Serie blanca: Leucocitos, Neutréfilos, Mielocitos, Juveniles, Baciliformes, Basofilos,
Eosindfilos, Linfocitos, Monolitos, Morfologia.

Perfil bioquimico: Calcio, Fésforo, Glicemia, Nitrégeno Ureico Sanguineo (NUS) (BUN),
Colesterol total, Proteinas, Albimina, Bilirrubina Total, Fosfatasa alcalina (FA), Lactato
deshidrogenada (LDH), Aspartato amino-transferasa (GOT o AST), Creatinina.

El analisis estadistico de los resultados de hemograma: serie roja y serie blanca,
como también de perfil bioquimico demostraron que los resultados obtenidos de las ratas
controles como de las tratadas oralmente con el extracto de Buddleja globosa no fueron
significativamente diferentes (p>0,05).

Los resultados mostrados en la tablas que aparecen a continuacién representan la

media aritmética + desviacién estandar, n = 4.
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VALORES SERIE ROJA

DIA 3 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U. de Medida | Rango normal Promedios Promedios
Eritrocitos mill. x mm3 6,5-7,6 66+ 0,75 58+ 0,44
Hematocrito % 42-49 42,7 +2 52 39,7+1,15
Hemoglobina gr/di 14,1 - 16,7 142 + 0,78 14,3 £ 0,50
VCM Fl 56,5 - 62,2 62,3 + 1,98 63,3+ 1,16
HCM Pg | 21,7+1,42 229+ 1,83
CHCM % 31-34 33,2+0,31 33,5+ 0,67
Morfologia normal normal Normal
843.000 - 1.086.667 1.207.500
Plaquetas mil x mm3 1.243.000 + 61.533 + 45.961
VHS mm/hora 2-15 3,0+1,00 5,3+1,53
DIA 8 DE GRUPO A GRUPOB
TRATAMIENT| U.de Medida| Rango normal  Promedios Promedio
Eritrocitos mill.mm3 6,5-7,6 6,7+ 0,12 6,4 + 0,68
Hematocrito % 42-49 40,7 £ 1,15 ~ 430%1,73
Hemoglobina gr/dl 14,1 - 16,7 13,6 + 0,31 14,2 + 0,40
VCM Fl 56,5 - 62,2 60,5 £1,59 62,9+ 2,10
HCM Pg 20,2+ 0,32 22,3+ 1,54
CHCM % 31-34 33,4%0,36 33,1+ 0,35
Morfologia normal Normal
843.000- 1.236.333 931.333
Plaquetas mil x mm3 1.243.000 + 156.308 + 164.609
VHS mm/hora 2-15 6,3%2,08 3,3%1,53
DIA 12 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U.de Medida | Rango normal Promedio Promedio
Eritrocitos mill.mm3 6,5-7,6 7,0+ 0,49 6,56+ 0,91
Hematocrito % 42-49 42,7 +2,08 428171
Hemoglobina gr/dL 14,1 - 16,7 14,2 +£ 0,49 14,1 £ 0,51
VCM Fl 56,5 - 62,2 61,0+ 1,72 62,0 + 1,00
HCM Pg 20,3 £ 0,64 21,9 % 3,30
CHCM % 31-34 33,4 + 0,64 33,1+0,13
Morfologia normal Normal Normal
843.000- 1.176.500 936.000
Plaquetas mil x mm3 1.243.000 +60.104 + 94.809
VHS mm/hora 2-15 4 %1 53+222
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VALORES SERIE BLANCA

DIA 3 DE Rango GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U. de Medida normal Promedios Promedios
Leucocitos x mm3 2.400- 9.400 3.250 £ 1011 3.193 + 467
Neutréfilos % 20 20,0+ 0,6 211 £1,13
Mielocitos % 0 0 0
Juveniles % 0 0 0
Baciliformes % 0,2-0,36 0,33 + 0,02 0,3+ 0,58
Basdfilos % 0,2 -0,36 0,3+ 0,58 0,2+ 0,00
Eosindfilos % 04-3 23321 1,5+ 0,39
Linfocitos % 62,4-79,8 70,0 = 5,71 63,7+ 5,69
Monocitos % 05-4,5 35¥079 37%1.21
Morfologia Normal normal Normal
DIA 8 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U. de Medida | Rango normal Promedio Promedio
Leucocitos mil x mm3 2400- 9400 2300 + 264,6 3236 + 859
Neutrofilos % | 20 16,0 £ 5,29 18,0+ 2,85
Mielocitos % 0 0 0
Juveniles % 0 0 0
Baciliformes % 0,2-0,36 0 0
| Basdfilos % 0,2-0,36 2,0+2,00 0,3+ 0,58
. Eosindfilos % 04-3 2,3+0,58 2,7+ 1,58
Linfocitos . % 62,4-79,8 78334513 66,3+ 4,73
Monocitos % 0,5-45 42+ 0,53 350,71
Morfologia Normal Normal Normal
DIA 12 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U. de Medida | Rango normal Promedio Promedio
Leucocitos mil x mm3 2400- 9400 2766 + 763 3487 £ 396
Neutréfilos % 20 20+1,10 19+ 2
Mielocitos % 0 0,0 0,0
Juveniles % 0 0,0 0,0
Baciliformes % 0,2 - 0,36 0,0 0,0
Basdfilos % 0,2-0,36 1,0+£1,0 1+1,4
Eosindfilos % 04-3 23+153 3,0+ 0,87
Linfocitos % 62,4-79,8 66,0 + 5,66 72,0+ 3,56
Monocitos % 0,5-45 400,70 3,8+1,89
__Morfologia Normal Normal Normal
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VALORES PERFIL BIOQUIMICO

DIA 3 DE Und. de GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO Medida Rango normal | Promedios Promedios
Calcio mg/dL 11,3 -14,7 11,0+ 0,25 12,2+ 0,42
Fosforo mg/dL 12,9-26 13,4+ 1,72 20,7 + 0,95
Glicemia mg/dL 152 - 343 | 105,3 £ 14,01 1207+ 473 |
BUN _mg/dL 15 -22 15,7 + 3,06 13,7 £ 2,08
Colesterol total mg/dL 60 - 82 53,0 £ 5,57 55,0 £ 7,55
Proteinas _gr/dL 6-8,9 6,0+ 0,15 6,0+0,12
Albamina gr/dL 36-39 3,5+0,38 3,4+0,31
Bilirrubina Total mg/dL 0,2-0,3 0,30 £ 0,07 0,36 £ 0,05
FA ul/iL 206 - 251 130,3 + 27,06 106,3 £+ 30,01
LDH ul/L 921 - 3206 1331,0 + 843,2 1909,0 + 377,8
GOT ul/L 275 - 465 133,3+£ 93,2 100,3 £ 22,3
Creatinina mg/dL 1,1-1,3 0,9+0,18 0,9+021
DIA 8 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U.de Medida | Rango normal Promedio Promedio
Calcio mg/dL 11,3 -14,7 12,4 + 0,40 11,7 £ 1,20
Fosforo mg/dL 12,9 - 26 20,7 + 1,84 19,9 + 4,68
Glicemia mg/dL 152 - 343 140,0 £ 19,67 110,0 + 18,36
BUN mg/dL 15 - 22 1761212 15,0+ 1,73
Colesterol total mg/dL 60 - 82 73,0+ 5,72 62,3 + 4,16
Proteinas gr/dL 6- 8,9 6,2+ 0,12 6,4 0,23
Albumina _gr/dL 36-3,9 3,5+0,10 3,6 0,21
Bilirrubina Total mg/LI 0,2-0,3 0,28 + 0,03 0,38 £ 0,10
L FA UL 206 -251 218,7 £ 16,9 1450+ 37,04 |
LDH ul/L 921 - 3206 1574,7 £ 85,1 1771,0 £ 70,71
GOT ui/L 275 - 465 156,0 £ 36,1 122,3+ 32,6
Creatinina Mg/dL 1,1-1,3 1,0+ 0,10 1,00+ 0,10
DIA 12 DE GRUPO A GRUPO B
TRATAMIENTO | U.de Medida | Rango normal Promedio Promedio
Calcio mg/dL 11,3 - 14,7 11,0 + 0,42 94 % 537
Fosforo mg/dL 12,9 - 26 15,6 £ 0,51 151+ 0,26
Glicemia mg/dL 152 - 343 84,0+ 11,79 118,3 + 16,52
BUN mg/dL 16 -22 15,0 £ 1,00 16,5+ 1,73
Colesterol total mg/dL 60 - 82 56,3 + 5,51 59,5+ 7,92
Proteinas gr/dL. 6- 8,9 5,2% 0,46 6,4+ 0,25
Albimina gr/dL 36-39 2,6 +0,30 2,8+0,23
Bilirrubina Total mg/dL 0,2-0,3 0,28 + 0,06 0,31+0,11
FA Ul/L 206 - 251 78,0 £ 18,36 169,0 + 6,48
LDH Ul/L 921 - 3.206 2.150,7 £ 371,6 2.465,8 +1137,4
GOT Ul/L 275 - 465 150,3 £ 43,00 193,5* 15,0
Creatinina mg/dL 1,113 0,92 + 0,27 0,95+ 0,23
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E.2. Pruebas Histoquimicas.

E.2.1. Hematoxilina-Eosina.

Los resultados obtenidos luego de la tincion de los cortes con Hematoxilina/Eosina
y su posterior analisis al microscopio, se describen a continuacién.

Entre las 0 y 6 horas no se observaron mayores diferencias histologicas entre los 3
grupos. Sin embargo, los grupos 1y 2 presentan una herida limpia, a diferencia del grupo
control donde se observan coagulos y detritus celulares adheridos a los labios de la herida
(Figura N° 1).

A las 24 horas de tratamiento, los 3 grupos presentan una herida en pleno proceso
de reepitelizacion. Las diferencias radican en que los grupo 1 y 2 presentan una herida
cerrada y una mayor infiltracion de fibroblastos, mientras que el grupo control mantiene
una herida abierta y con una mayor cantidad de infiltrado inflamatorio y glébulos rojos
(Figura N° 2).

A las 48 horas de tratamiento los 3 grupos muestran una reepitelizacion completa.
Sin embargo, sélo en los grupos 1 y 2 se ha conformado el tejido de granulacion,
observandose gran cantidad de fibroblastos en la zona de cicatrizacion (Figura N° 3).

En las muestras tomadas a las 72 horas se observa que los grupos 1 y 2
presentan una mayor organizacion del tejido de granulacién. El grupo control en cambio,
aun presenta un infiltrado inflamatorio, con glébulos rojos y detritus celulares distribuidos
en la herida (Figura N° 4).

Al 5° dia los grupos 1 y 2 presentan una mayor cantidad de colageno y una
disminucion de la infiltracion fibroblastica respecto del grupo control. Este ultimo por su
parte, aun presenta un epitelio inmaduro y una costra (Figura N °5).

Al 7° dia la diferencia entre los grupos, en cuanto a la organizaciéon de fibras
colagenas, cantidad de fibroblastos, infiltrado inflamatorio y maduracion del tejido de

granulacion es casi imperceptible.
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Figura N° 1. Microfotografias tomadas a las 6 horas de realizada la incisién. Las flechas
blancas muestran los labios de la herida. Los grupos 1y 2 presentan una herida limpia, sin
coagulos ni detritus celulares; el grupo control mantiene coagulos adheridos a los labios de
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Figura N° 2. A las 24 horas de tratamiento
los tres grupos presentan una herida en

plenc proceso de reepitelizacion. La

diferencia radica en que los grupos 1y 2
presentan una herida cerrada y una mayor
infiltraciéon de fibroblastos, mientras que el
grupo control mantiene la herida abierta y
con una mayor cantidad de infiltrado

inflamatorio y glébulos rojos.
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Figura N° 3. A las 48 horas de
tratamiento los tres  grupos
muestran una reepitelizacién casi
completa (flecha celeste). Sin
embargo, solo en los grupos 1y 2

se ha conformado el tejido de

granulacion, observandose gran
cantidad de fibroblastos (flecha

blanca).
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Figura N° 4. Las microfotografias

tomadas a las 72 horas muestran
que los grupos 1 y 2 presentan una
mayor organizaciéon del tejido de
granulacién (flecha blanca). El grupo
control en cambio, aun presenta un
infiltrado inflamatorio, con globulos
rojos y detritus celulares distribuidos
en la herida (flecha amarilla).
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_Grupo‘control __ -
Figura N° 5. Al 5° dia los S >
grupos 1 y 2 presentan una ' ;

o

mayor cantidad de colageno y By
una disminucién de la
infiltracién fibroblastica

respecto del grupo control PRI, s ,:.r
(flecha blanca). El grupo control S eI
presenta un epitelio inmaduro y AaSrL g '

costra (flecha amarilla).
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[P e ¥
Grupo Cdhtrol

Figura N° 6. Al 7° dia la

diferencia entre los grupos, en

cuanto a la organizacion de n |>
fibras colagenas, cantidad de

fibroblastos, infiltrado

inflamatorio y maduracion del
tejido de granulacion es casi

imperceptible (flecha blanca).
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E.2.2. Picrosirius

La técnica utilizada para la observacion y posterior analisis de la formacion y
maduracién de colageno en la herida, se realizé6 mediante la observacion en microscopio
de polarizacion la tincién picrosirius; esta tincion genera una birrefringencia al ser
iluminada con luz polarizada, lo que permite diferenciar los tres tipos de colageno
mediante diferencias de color. En la Tabla N° 1 se indican las diferencias entre los tipos

de colageno y las diferencias de color que presentan a la tincion picrosirius.

Tabla N° 1. Tipos de Colageno

Tipo de Colageno Color a la Tincion Picrosirius

Colageno 1 Amarillo brillante, rojo o naranjo
Colageno 2 Amarillo claro o azul -
Colageno 3 Verde

La clasificacion y la comparacion de resultados fueron realizadas en muestras de
ratas eutanasiadas los dias 3, 5y 7, posterior a |a realizacion de la incision, debido a que
de acuerdo alos resultados obtenidos en las pruebas histoquimicas Hematoxilina-Eosina,
los sucesos de evolucion y reparacion de tejido en la herida se concentraron entre estos
dias. Para la evaluacion de los parametros mas relevantes se trabajaron Criterios de

Comparacién, tomando en cuenta los siguientes parametros:

e Organizacion de Fibras Colagenas.
e [Formacion de Colageno 3.
e Maduracién de Colageno 3 a Colageno 1.
Los criterios de clasificacion utilizados para evaluar las muestras se muestran en la

Tabla N° 2 que se muestra a continuacion
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Tabla N° 2. Criterios de Clasificacion

Clasificacion Simbolo | Criterio

1 + Ausencia de colageno 3, presencia de la malla de fibrina
inicial y presencia de colageno 1 anterior a la injuria.

Minima presencia de colageno 3 con una minima

2 ++ organizacion de fibras colagenas, presencia de malla de
fibrina en reduccion y presencia de colageno 1 en proceso
~___inicial de regeneracion.

Mayor presencia de colageno 3 con una pobre

3 +++ organizacion de fibras colagenas, presencia de malla de

fibrina reducida y presencia de fibras delgadas de colageno
1 en proceso de regeneracion.

Presencia importante de colageno 3 con una organizacion

4 ++++ mas avanzada de fibras colagenas, malla de fibrina casi

inexistente y presencia de fibras mas gruesas y en mayor
cantidad de colageno 1.

Minima presencia de fibras de colageno 3 con una mayor
organizacion y grosor de fibras de colageno 1 y ausencia
de malla de fibrina.

5 btk

Al observar un corte de piel normal con tincion Picrosirius en el microscopio de
polarizacion, se aprecia la disposicion de las fibras de colageno, las cuales presentan un
ordenamiento caracteristico. En la Figura N° 7 que se muestra a continuacién se observan
dos fotografias de cortes de piel normal con tincidon Picrosirius, con dos aumentos
distintos.

En el periodo entre las 0 y 6 horas, todos los grupos presentan una imagen similar,
donde se aprecia una herida abierta o bien la falta de desarrollo de fibras de colageno
(Figura N° 8).

A las 24 horas se observa una clara diferencia entre el grupo control y los grupos
tratados. Mientras los grupos 1 y 2 presentan formaciéon de colageno, con predominio de
las fibras tipo 3, el grupo control atn tiene una herida sin formacion de colageno (Figura
N° 9)
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A las 48 horas los grupos 1y 2 presentan un incremento en la cantidad de fibras de
colageno tipo 1 y 3; ademas, el colageno tipo 1 se ve mas grueso. En el grupo control en
cambio, se observa una herida con escasa formacion de colageno en la zona de
cicatrizacion (Figura N° 10).

A las 72 horas los grupos 1 y 2 presentan mayor cantidad de fibras colagenas
distribuidas en el corte que el grupo centrol, ademas, las fibras de colageno tipo 1 se ven
mas gruesas. Mas aun, el grupo control no sélo presenta fibras colagenas mas delgadas,
sino que existe un predominio de colageno tipo 3 (Figura N° 11).

En el 5° dia, las diferencias ya son menos notorias. El grupo 2 presenta fibras de
colageno tipo 1 mas gruesas y organizadas. Las fibras del grupo 1 tienen una
organizacion similar a las del grupo control (Figura N° 12).

En el 7° dia de tratamiento no se observan diferencias en las fibras de colageno tipo
1 de los grupos 1, 2 y control; estas fibras se observan gruesas y con una organizacion
similar, conformando ya una cicatriz madura (Figura N° 13).

En la tabla N° 3 se expone la clasificacion realizada a las muestras segun los

criterios expuestos en la Tabla N° 2 que se muestra a continuacion.
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Tabla N° 2. Resultados de la Tincion Picrosirius

Grupo 1 Grupo 2 Grupo control
Horario rata clasificacién rata clasificacion rata clasificacion
N° N° N°
1 + 25 + 49 +
0 hrs. 2 + 26 + 50 *
3 + 27 + 51 +
4 + 28 + 52 +
3 hrs. 5 + 29 + 53 +
6 + 30 + | 54 +
7 + 31 + 55 +
6 hrs. 8 + 32 + J 56 +
9 + 33 + 57 +
10 ++ 34 ++ 58 +
24 hrs. 11 ++ 35 ++ 59 +
12 e 36 ++ 60 +
13 +++ 37 +4++ 61 +
48 hrs. 14 +++ 38 ++ 62 ++
15 +++ 39 +++ 63 ++
16 e+t 40 bt 64 e
72 hrs. 17 ++++ 41 b I 65 b
18 Tt 42 it I 66 it
19 b 43 P I 67 4+
5° dia 20 R 44 Far. I 68 s
21 B 45 4+ 69 ++4++
22 -+ 46 b 70 +tt
7° dia 23 P a7 ey 71 PIRENETFO
24 e 48 et | 72 ER
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Figura N° 7. Microfotografias
Digitales en Polarizacion de una
zona normal de piel con tincion
Picrosirius, en dos diferentes
aumentos. Las fibras de colageno
tipo 1 en rojo y naranjo se ven
gruesas y con una organizacion
caracteristica; entre éstas se ven
tonos verdes y amarillos
correspondientes a  estadios
tempranos de maduraciéon del

colageno (colageno tipo 3).
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Figura N° 8. Microfotografia Digital en Polarizacion de una
incision en piel de ratas Sprague Dawley con tincion
Picrosirius. Se nota claramente la falta de tejido en la zona de
la incisién. Esta condicion se vio de igual forma en los grupos
1, 2 y control a las 6 horas de realizada Ia incision, por lo que
aqui se presenta una fotografia representativa de dicha

condicion.
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~Grupo controf
Figura N° 9. A las 24 horas se NSRS

e

observa una clara diferencia entre
el grupo control y los grupos 1 y 2.
Los grupos 1 y 2 presentan
formacion de colageno con
predominio de las fibras tipo tres en
color verde (flecha blanca), en
cambio el grupo control aun tiene
una herida sin formacidon de

colageno (flecha celeste).
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Figura N° 10. A las 48 horas los
grupos 1 y 2 presentan un
incremento en la cantidad de fibras
de colageno tipo 1 y 3; ademas, el
colageno tipo 1 se ve mas grueso
(flecha blanca). El grupo control en
cambio, presenta una herida con

escasa o0 casi nula formacion de

colageno (flecha celeste).
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* Grupo control

Figura 11. A las 72 horas los grupos 1y
2 presentan mayor cantidad de fibras
colagenas (tejido mas denso) que el
grupo control, ademas, las fibras de
colageno tipo 1 se ven mas gruesas
(flecha blanca). Mas aun, el grupo
control no sélo presenta fibras colagenas
mas delgadas, sino que, predomina el

colageno tipo 3 (flecha celeste).
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Figura N° 12. En el 5°
dia, las diferencias ya son
menos notorias. El grupo
2 presenta fibras de
colageno tipo 1 mas
gruesas y organizadas
(flecha blanca). Las fibras
del grupo 1 tienen una
organizacion similar a las
del grupo control (flecha

celeste).

Grupo control
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Figura N° 13. En el 7° dia de
tratamiento no se observan
diferencias en las fibras de
colageno tipo 1 de los grupos 1, 2
y control, estas fibras se
observan gruesas y con una
organizacion similar,
conformando ya un tejido

cicatricial (flecha blanca).
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E.3. Pruebas Inmuno-histoquimicas.
E.3.1. COX-2

El andlisis de los cortes posterior a la tincion de inmuno-histoquimica especifica para
COX-2 se llevé a cabo realizando un conteo en el microscopio de las membranas
celulares y/o citoplasmas positivos a la tincién, en adelante células positivas. Para esto se
tomé en cuenta una zona peri-incisional, correspondiente a la region de la herida y una
zona distal, correspondiente a una regién alejada de la incisién, es decir, una zona de piel
normal.

A continuacion se muestran imagenes de dermis de rata, que corresponden las
zonas fotografiadas para obtener los datos, distinguiéndose claramente las Tinciones

Positivas en color café, de las negativas a la tincion en color azul/morado.

g_-”___ g ‘0,_ : i L g -
Ll R
¥ . % * T
Microfotografias digitales v .
cortes de piel tefiidos con la w3 & - W
i = Sy L P

técnica de inmuno-histoquimica
COX-2.

muestran

especifica para Las

flechas blancas
Tinciones Positivas en color café:
A, tejido peri-incisional; B, tejido
distal. Los nucleos se ven en

color azul/morado.
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Los resultados obtenidos, expresados como promedio de células positivas por

campo, se muestran en la figura a continuacion.

cel + por campo (COX-2)

(@1 dist ||
O 2 peri
‘02 dist|
|D3 peri||
- O3 dist|

e

celulas +

I R TR

Ohrs 3hrs 6hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 5° dia 7° dia

tiempo

Se observa un mayor N° de células positivas en las primeras 24 horas de
tratamiento en los grupos 1 y 2, especiaimente en el grupo 1 que es el que recibio el
tratamiento oral y tépico. A las 48 horas la cantidad de células positivas se reduce en
todos los grupos, pero los grupos 1y 2 se mantienen mas altos que el control. Las células
positivas continuaron bajando hasta igualarse los 3 grupos en el séptimo dia que fue el
dia de término del experimento. El analisis estadistico de estos resultados fue realizado
utilizando el test de ANOVA, el cual confirmé las diferencias antes mencionadas (p<0,05).
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E.3. 2. Ki-67
A continuacion se muestran imagenes de dermis de rata, que corresponden las

zonas fotografiadas para obtener los datos

Microfotografia digital: la
tincién inmuno-histoquimica l 4
especifica para Ki-67. Las

flechas blancas muestran
nucleos positivos a la
tinciébn en color café, y las % . 2

flechas negras muestran

nicleos negativos a |la Pitn W A TN s WY

tincién: A-epidermis distal;

B-epidermis peri-incisional.
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Los resultados obtenidos luego de la tincién de los cortes con la tinciéon de inmuno-
histoquimica especifica para Ki-67 y su posterior analisis al microscopio, se describen a
continuacion.

£ % de nucleos positivos: corresponde al % de nucleos positivos a la tincion
especifica para Ki-67 en un area determinada en las microfotografias obtenidas,

diferenciando las zonas peri-incisional y distal.

| % nucleos positivos / mm?

;EI1 peri i
1 dist ||
‘mzpmr|
O2dist ||
‘O3 peri ||
@3 dist ||

% nucleos +

0 hrs 3 hrs 6hrs 24hrs 48hrs 72 hrs 5°dia 7° dia

tiempo

El grafico muestra el % de nucleos positivos por mm? en un area predeterminada, de
las microfotografias obtenidas. Se observa una clara tendencia al aumento en el nimero
de células positivas en el tiempo en los 3 grupos de animales siendo mayor en los grupos
de animales tratados (Grupos 1 y 2). Cabe sefialar ademas, que este aumento fue
significativamente mayor en las zonas peri-incisionales. Este fenédmeno alcanza su
maximo a las 72 horas de tratamiento. La magnitud de estas diferencias disminuye a
medida que avanzan los dias de tratamiento., observandose una tendencia a igualar el
numero de nucleos positivos de ambas zonas distal y peri-incisional en los 3 grupos en es
estudio. EIl analisis estadistico de estos resultados fue realizado utilizando el test de

ANOVA, el cual confirmé las diferencias antes mencionada (p<0,05)
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o N° de nicleos totales: corresponde al conteo total de nucleos observados por mm?,

en un area predeterminada en cada una de las microfotografias obtenidas. Los resultados
se muestran en la figura a continuacion.

n’ nicleos por mm?

D1periin
@1 dist|
E]2peri||
!D2dist‘

;I:l3peri‘|

]
!

n° nacleos

D 3dist]
[

TR A Y

|Ei| I-‘ I
[ 4 W

=5 o

Bl

Ohrs 3hrs 6hrs 24hrs 48hrs 72 hrs 5°dia 7°dia

|
Bl
B
&
]

tiempo

En la figura se observa que la cantidad de nucleos disminuye a medida que avanza
el tiempo de tratamiento; sin embargo, ocurre hasta sélo las 48 horas de tratamiento.
Posteriormente el numero de nucleos totales se igualé en los 3 grupos y permanecio
constante hasta el final del tratamiento (7 dias de tratamiento). Cabe sefalar ademas,
gue al séptimo dia de tratamiento los valores fueron significativamente mas bajos que los
de la hora O de tratamiento. El andlisis estadistico de estos resultados fue realizado
utilizando el test de ANOVA, el cual confirmo las diferencias antes mencionadas (p<0,05);
sin embargo, las diferencias observadas entre las zonas distal y peri-incisional de cada

grupo en los distintos tiempos ensayados no fueron significativamente diferentes (p>0,05).

o Espesor epidermis: las microfotografias obtenidas con la tincién Ki67 permite medir
espesor de epidermis. Por lo tanto, para confirmar las diferencias anteriormente

mencionadas realizamos la medicion del espesor de la epidermis en las microfotografias
de los cortes tefidos.
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Espesor epidermis en micrones

Micrones

tiempo

El grafico muestra el espesor de la epidermis medido en micrones, de los diferentes
grupos en las zonas peri-incisional y distal. Entre las 0 y 6 horas de tratamiento no se
observan diferencias significativas entre los grupos como tampoco entre las zonas distal y
peri-incisional de cada grupo (p>0,05). A las 24 de tratamiento, la zona peri-incisional de
los grupos 1y 2 presenta un aumento significativo respecto de la distal y de magnitud
mayor que la del grupo control (p<0,05); en el grupo control este fenébmeno comienza a
aparecer y levemente a las 48 horas de tratamiento de los animales lo que se mantiene
hasta el final del tratamiento. Cabe sefialar que desde las 24 horas hasta el séptimo dia
de tratamiento se mantuvo el mayor espesor de las zonas peri-incisionales respecto de
las distales en los 3 grupos, fenémeno no observado en las primeras horas de tratamiento
(0 a6 horas). El andlisis estadistico de estos resultados fue realizado utilizando el test de

ANOVA, el cual confirmé las diferencias antes mencionadas.
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F. Actividad GSH transferasica hepatica.

Peso higado (g/ rata) 13,6 £2,20
Proteina microsémica 48.8 + 6,31
(mg/ g de higado)
Proteina citosdlica 216,2 * 27,23
(mg/ g de higado)

° Actividad GSH transferasica citosoélica hepatica. No se observaron diferencias en
la actividad GSH-transferasica citosélica de los 3 grupos analizados: a) ratas con la
incision en la piel y sin tratamiento con Buddleja globosa (control), b) ratas con incision en
la piel y aplicacién tépica del extracto de Buddleja globosa en la herida, c) ratas tratadas
oralmente durante 3 dias previos a la incision en la piel y a las cuales se les administré
oralmente y tépicamente el extracto de Buddleja globosa (Metodologia para cumplir el
objetivo especifico N°4: tratamiento de los animales).

La actividad GSH- transferasica promedio fue 2,29 + 0,148 umoles/min/mg de proteina

citosolica.

B Actividad GSH-transferasica microsémica hepatica. No se observaron cambios
significativos en la actividad GSH-transferasica microsomica de los grupos de ratas no
tratado con Buddleja globosa (control) y en el tratado sélo tépicamente con Buddleja
globosa. Sin embargo, de la actividad GSH-transferasica del grupo de animales tratados
oral y tépicamente con el extracto de Buddleja globosa presentd un aumento significativo
a las 24 horas de tratamiento; este aumento fue disminuyendo en el tiempo hasta llegar a
valores normales a los 5 dias de tratamiento de los animales. Existen antecedentes

cientificos acerca de la activacion de esta enzima por ROS; ademas, se ha demostrado
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que algunos flavonoides inducen la sintesis de esta enzima. Por lo tanto, el aumento de la
actividad GSH-transferasica microsémica podria ser explicado por induccion enzimatica

y/o activaciéon por ROS, postulado que debe ser confirmado experimentalmente.

Grupos de animales Actividad GSHt Actividad GSHt
Citosodlica microsémica
(pmoles de conjugado (umoles de conjugado
formado/min/ mg de formado/min/ mg de
proteina) proteina)
Control 219 +0,194 0,233 +0,0136
Tratamiento topico 2,310,119 0,226 £0,0118
Tratamiento oral y tépico 229+0,140 | @ eeeeeee

Actividad GSHt microsomica
Tiempo de tratamiento (umoles de conjugado formado/min/ mg
de proteina)

0 horas 0,235 * 0,0148
3 horas 0,239 + 0,0132

T 6 horas . 0,227 £0,0122 '
B 24 horas 0,439 +0,0164
48 horas 0,341 £ 0,0153
72 horas 0,332 £ 0,0120
5 dias 0,227 + 0,0117

il - 7 dias 0,221 £0,0109
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G. Visualizacion macroscopica de la piel de los animales

Grupo
control
0 hrs de Tratamiento. Las fotos muestran
las pieles con la incisién recién realizada. -
Grupo 1 Grupo 2

Bk
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48 hrs de Tratamiento. A las 48
horas la diferencia que se
observa entre los grupos radica
en que el Grupo Control
mantiene una cicatriz inmadura
donde se ve tejido de
granulacion. Los grupos 1 y 2
muestran una cicatrizacion mas
avanzada, observandose un
tejido en contraccibn y menos

brillante.

Grupo control

Grupo 1

Grupo 2
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7° dia de Tratamiento. En el 7° dia se
observa una clara diferencia entre los
grupo, donde los animales tratados
han logrado una cicatrizacion muy
avanzada, a diferencia del grupo
control en donde el proceso de
cicatrizacion esta en un estadio mas
temprano, observaridose una costra

sobre el tejido en reparacién.

Grupo control

@-f}})

Grupo 1

Grupo 2
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PRINCIPALES LOGROS ALCANZADOS HASTA AHORA

1. Condiciones de Cultivo y Cosecha. Los resultados de las distintas condiciones
de cultivo y cosecha se correlacionaron con la actividad antioxidante de los extractos
hidroalcohdlicos. Esto nos permitio establecer las mejores condiciones de produccion de
la materia vegetal (hojas).

Cabe sefalar ademas que se encontr6 un clon de B. globosa sin
vellosidad. Lugar: PROFO Lampa.

2, Marcadores Quimicos. El estudio de marcadores muestra a la fecha la presencia
de metabolito que esta presente tanto en B. davidii como en B. globosa, diferenciandose
en las concentraciones siendo el metabolito mayoritario en B. globosa. De los restantes
productos estamos esperando los resultados de RMN que se estan realizando en
Santiago, la mayor dificultad ha sido lo altamente polar de los compuestos y la pequerfia
cantidad aislada en forma pura.

3. Estudios de Cicatrizacion. Como una forma de buscar marcadores celulares y
moleculares de respuesta fisiologica frente al proceso de cicatrizacién, se provocod una

injuria aguda en la piel de las ratas.

A. Control de Dosis. Las pruebas sanguineas realizadas para controlar la dosis
utilizada en los estudios de cicatrizacion podria servir como base para elaborar un
protocolo para estudiar rangos terapéuticos de diferentes preparados necesarios para la
formulacién de fitofarmacos. Estas pruebas permiten evaluar el estado general del animal
y por tanto, deberian alterarse frente a reacciones adversas provocadas por las drogas.

B. Estudios histoquimicos. Los resultados hasta ahora obtenidos muestran claras
diferencias entre el grupo control y los tratados con el extracto hidro-alcohélico de
Buddleja globosa, principalmente en las fases iniciales e intermedias del proceso; la
herida se mantiene limpia de coagulos y detritus celulares, cierra antes y el tejido de

granulacion se constituye mas rapidamente. Sin embargo, el resultado final, es decir la
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formacion de la cicatriz, ocurrié en un tiempo similar en los tres grupos, pero el cierre de la
herida fue mas rapido y la cicatriz mas organizada y aséptica en las ratas tratadas con el
extracto de Buddleja globosa que en las no tratadas.

C. Publicaciones. Los estudios in vivo e in vitro de los efectos del Buddleja globosa
sobre cicatrizacion seran publicados en una revista cientifica de difusién internacional. Sin
embargo, cabe sefalar que los manuscritos seran enviados solo cuando se presente la
solicitud de patente al Ministerio de Economia; la infqrmacién que tenemos de la Comision
de la Universidad de Chile que esta a cargo de estos tramites nos ha informado que esto
ocurrira dentro 3 meses mas o menos. Por otra parte, podemos escribir la monografia de
Buddleja globosa sin adelantar en ella los resultados que estan en proceso de

patentamiento.
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Tablas de impactos logrados a la fecha

Impactos Tecnoloégicos

Logro Namero a la fecha Detalle
Nuevo en mercado | Nuevo en la Mejorado
empresa
Extracto Este extracto y
Producto hidroalcohdlico sus usos estan
estandarizado - - en tramite de
quimicamente y patentamiento.

farmacolégicamente

Proceso - - G i
Modelo animal
Protocolo para para
Servicio establecer dosis de establecer
preparados dosis
herbales terapéutica de
preparados
naturales
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Impactos cientificos

Logro Numero Detalle (citas, titulo, descripcion)
a la fecha
Publicaciones 2 Conferencia: “Buddleja globosa hope utilizada por la
(por ranking) medicina nativa como cicatrizante de heridas vy

antiinflamatorio”. Maria Eugenia Letelier M. Primer
Congreso Iberoamericano de Fitoterapia “Contribuciones de
la flora regional a la medicina actual”. México D. F. México. 30
de Noviembre al 2 de Diciembre del 2006. Revista de
Fitoterapia. Libro de Resumenes PC11, pag. 78

Presentacion Poster: “Actividad antioxidante de Buddieja
globosa medida por su capacidad de atrapar radicales
DPPH y de prevenir la oxidacion de biomoléculas
inducida por ROS”. Maria Eugenia Letelier M., Victor
Gonzdlez-Lira, Margarita Montoya K. y Dante Miranda W.
Primer  Congreso Iberoamericano  de  Fitoterapia
“Contribuciones de la flora regional a la medicina actual”.
México D. F. México. 30 de Noviembre al 2 de Diciembre del
2006. Libro de Resumenes, pagina 32.

Estas actividades fueron financiadas parcialmente por el
proyecto FIA-CD-V-2006-1-A-114.

Conferencia: “Buddleja globosa hope utilizada por la
medicina nativa principalmente como cicatrizante de
heridas y antiinflamatorio”. Primer Simposio Internacional:
Materias primas para la Industria Plantas Medicinales y

Aromaticas. Puntos criticos y rol de las Universidades

Eventos de organizado por la Universidad Santo Tomas - Escuela de
divulgacion 3 Agronomia, FIA - Ministerio de Agricultura y tuvo lugar en la
cientifica ciudad de Los Angeles — VIII- Regién — Chile los dias 14 y 15

de Noviembre del 2006.
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Seminario de Difusion del Primer Congreso
Iberoamericano de Fitoterapia. Contribuciones de la flora
regional a la medicina actual realizado en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.
Santiago, 26 de Enero de 2007.

Integracién a
redes de

Investigacion

Laboratorios:
e Dr. Fernando Gabble. Anatomo Patdlogo. Campus
Centro-Sur. Facultad de Medicina. Hospital Clinico San

Borja-Arriaran.

e Prof. Dante Miranda. Laboratorio Inmuno-Bioquimica.
Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de
Chile.
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Impactos en formacion

Logro

Numero a la

fecha

Detalle (Titulo, grado, lugar, institucion)

Pregrado

e Tesis para optar al Titulo de Médico Veterinario. Escuela de
Medicina Veterinaria. Fac. de Ciencias Silvo-gropecuarias.
Universidad Mayor. Titulo de la Tesis: Efecto cicatrizante
de un extracto hidro-alcohdlico de hojas de Buddleja
globosa en piel de ratas Sprague Dawley. Alumno: Rodrigo
Esteban Jones Cayazzo.

o Tesis para optar al Titulo de Médico Veterinario. Escuela de
Medicina Veterinaria. Facultad de Ciencias Silvo-
Agropecuarias. Universidad Mayor. Titulo de la Tesis:
Efectos de un extracto hidroalcohdlico de hojas de
Buddleja globosa sobre la morfologia e histologia del
bazo, el hemograma y el perfil bioquimico en ratas

Sprague Dawley. Alumno: Carolina Alejandra Lopez Otarola.

Posgrado

1 Unidad de
Investigacion

Victor Manuel Gonzalez Lira: Estudiante del Doctorado en
Ciencias Biomédicas. Facultad de Medicina. Universidad de
Chile. Titulo de la Unidad: Actividad antioxidante de
extractos naturales determinada por distintos métodos:
decoloracion de DPPH y proteccion de lipidos y tioles
microsémicos de la oxidacion inducida por ROS.

Pasantias

Alfredo Molina. Estudiante de Quimica y Farmacia. Fac. de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile.
Titulo de la Unidad: Inhibicion de las actividades
enzimaticas biotransformantes de xenobiéticos inducida

por extractos naturales.

Cursos de

capacitacion
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5. PROBLEMAS ENFRENTADOS

° Administrativos. Como académicos no tenemos el conocimiento técnico para
elaborar los informes financieros solicitados y la elaboracion de estos Informes se nos
dificulta.

® Técnicos. Como no existen antecedentes bibliograficos acerca de las dosis
terapéeuticas de preparados naturales a utilizar, debimos crear un protocolo para ello que
nos demoré el comienzo de los experimentos in vivo.

Por otra parte, Durante el desarrollo del objetivo N°2 (Busqueda de marcadores quimicos)
se presento el inconveniente de la rotacion del asistente de investigacion. Durante el
primer tercio trabajo Sylvana Soto Ingeniera Agrénoma, quien hizo todo el estudio
bibliografico y la preparacion de los extractos, se retiro al ser aceptada en el programa de
doctorado en ciencias agronomicas. Su trabajo fue altamente eficiente y mostré gran
autonomia de trabajo. A continuacién en su reemplazo se contrato a Paula Acevedo
también Ing. Agronoma, a quien le correspondid iniciar el trabajo de separacion de los
principios activos, de personalidad mucho mas pasiva y con poca iniciativa no se le
continuo el contrato, a ella le corresponde el trabajo en TLC. Finalmente se integro en los
ultimos tres meses Margarita Gutiérrez, Doctora en Quimica de Productos Bioactivos a
quien le correspondio el aislamiento y caracterizacion de los compuestos aislados. Su
incorporacion se produjo tarde debido a que estaba concluyendo su programa doctoral. Si
bien su trabajo fue eficiente, no tuvo el tiempo suficiente para hondar mas en la
caracterizacion de los marcadores quimicos, de que por si resultaron muy complejos por
la alta polaridad de los compuestos presentes en la hojas de matico

° Segunda entrega de fondos. La segunda entrega de fondos de FIA se atrasé al
parecer por el cambio de autoridades en FIA y recibimos esos fondos afines de Octubre
del 2006.

“ Eventos de difusién no programados en el proyecto. Se nos invité a participar en
reuniones de difusion no previstas en este proyecto. Postulamos un proyecto de Difusion
a FIA el que fue aprobado pero el financiamiento fue parcial.
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MEDIDAS TOMADAS PARA ENFRENTAR CADA UNO DE ELLOS

® Los inconvenientes administrativos los enfrentamos internamente solicitando la
colaboracion de personas con experiencia en estos tramites administrativos y asi la
coordinadora del proyecto pudo elaborar los informes financieros requeridos por FIA.

° La falta de antecedentes para establecer la dosis a administrar a los animales se
solucioné mediante la elaboracién de un protocolo que permitiera evaluar el estado
general de los animales. Este protocolo implicé las pruebas sanguineas: hemograma y
perfil bioquimico, para locuaz no se solicitaron fondos. Por lo tanto, estos estudios
fueron financiados por el Laboratorio de la Prof. Maria Eugenia Letelier.

@ La demora en la entrega de fondos se solucioné con la ayuda de FIA, las entidades
participantes de este proyecto y solicitando a los proveedores que nos dieran mas plazo

para cancelar las facturas.
» La coordinadora del proyecto prepard las presentaciones orales y escritas y los

fondos faltantes para nuestra asistencia a estas reuniones de difusién fueron absorbidos

por las personas integrantes del proyecto.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a)
b)

c)

d)

Los objetivos propuestos a la fecha se cumplieron.

Los resultados obtenidos aportaran las bases farmacoldgicas que permitan el
desarrollo de nuevos fitofarmacos como de tinturas madres.

Se cred la posibilidad de iniciar el tramite para patentar parte de nuestros
hallazgos. Mas aun, este estudio abrié nuevas posibilidades de patentamiento
en el area agronémica, cosmética y de alimentos elaborados. Para esto
estamos analizando las posibilidades de solicitar fondos CORFO-FIA.

Los resultados obtenidos daran los antecedentes necesarios para publicar
manuscritos de impacto internacional. .
Este estudio permiti6 reunir los antecedentes cientificos necesarios para
elaborar la monografia de Buddleja globosa, trabajo que se ha recientemente
comenzado.

Se formdé un equipo interdisciplinario que permiti6 y permitira abordar
globalmente el estudio y desarrolio de nuestras plantas medicinales,
favoreciendo asi su uso racional, como su comercializaciéon a nivel nacional e

internacional sustentada cientificamente.
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