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4. RESUMEN del PROYECTO:

Estudios previos llevados a cabo para evaluar la presencia de actividad gastroprotectora
en plantas de la Provincia de La Pampa, permitieron seleccionar como especies
promisorias a Gnaphalium gaudichaudianum, Jodina rhombifolia, Lippia turbinata,
Plantago lanceolada y Ruta chalepensis. El grado de actividad farmacoldgica fue
determinado utilizando un modelo de induccion de Ulceras por estrés en ratones. Este
modelo es sensible para detectar la presencia de actividad gastroprotectora, sin embargo,
considerando que las Ulceras poseen una etiologia multifactorial, resulta insuficiente para
determinar los alcances terapéuticos de cada planta. Con el fin de obtener mayor
informacion sobre las acciones farmacoldgicas involucradas en la respuesta
gastroprotectora, se propone en este trabajo comprobar si estas especies vegetales
también previenen las Ulceras inducidas por agentes quimicos y farmacologicos. Ademas
se desarrollardn estudios toxicolégicos y otros ensayos complementarios como
determinacioén del pH intragéastrico, pH de los extractos utilizados, actividad antioxidante y
produccion de mucus. Los resultados obtenidos en estos estudios permitiran inferir los
alcances terapéuticos de estas plantas y su potencial uso como fitofarmacos en medicina
veterinaria. Para llevar a cabo los ensayos se utilizaran como ratones como animales de
experimentacién, con excepcion de la determinacién de la actividad antioxidante que se
realizard in vitro.

5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS y DESCRIPCION de
la SITUACION ACTUAL del PROBLEMA

En la basqueda de plantas con propiedades medicinales los investigadores prestan
especial atenciéon a la utilizacion de la informacion etnobotanica. Este método es
considerado el mas eficaz ya que se ha comprobado una notable precision en los usos
populares. Sin embargo, parte de esta informacion se ha perdido y muchas otras especies
vegetales, que podrian contener grupos quimicos de interés farmacolégico, no han sido
utilizadas. Por esta razon, los métodos de prospeccion al azar se emplean en la busqueda
de compuestos activos por parte de la industria farmacéutica (Cox y Balick, 1994; Khafagi
y Dewedar, 2000). Estos estudios pueden llevarse a cabo ensayando sistematicamente
distintas plantas para determinar la presencia de actividad farmacol6gica utilizando
modelos experimentales in vivo o in vitro.

Utilizando esta metodologia en el Centro de Investigacibn y Desarrollo de
Farmacos (CIDEF) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLPam se desarrolla
un programa de investigacion que tiene como objetivo ampliar el conocimiento sobre el
potencial farmacolégico de las plantas que habitan la Provincia de La Pampa. Para llevar
a cabo estos estudios el CIDEF cuenta con un Banco de Extractos Vegetales (BEV)
donde se conservan almacenadas muestras de extractos hidroalcohdlicos de plantas
nativas y naturalizadas de la Provincia de La Pampa que son ensayadas
sistematicamente en modelos in vivo e in vitro (Toso, et al., 2007). Una de las lineas de
trabajo esté orientada a identificar especies vegetales con propiedades gastroprotectoras.
Resultados obtenidos en estos ensayos permitieron seleccionar como especies
promisorias a Gnaphalium gaudidraudianum (Toso y Boeris, 2005%), Jodina rhombifolia
(Toso y Boeris, 2005b), Lippia turbinata, Plantago lanceolada y Ruta chalepensis (Toso et
al., 2006). Estos estudios fueron llevados a cabo empleando un modelo de induccion de
Ulceras por estrés provocado por hipotermia e inmovilizacion en ratones (Yesilada et al.,
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1999). Este modelo provoca Ulceras como consecuencia de una serie de procesos
fisiopatoldégicos que comienzan con la disminucion del flujo sanguineo de la mucosa
gastrica (Jacobson, 1992). La escasa irrigacion afecta a los factores citoprotectores
mediados por las prostaglandinas (Robert, 1979). La reduccién en la secrecion de mucus
y bicarbonato provoca el debilitamiento progresivo de la barrera mucosa gastrica
(Murakami et al., 1985; Tackeuchi et al., 1999). Estos acontecimientos son acompafnados
por un aumento de la motilidad gastrica que favorece el desprendimiento de mucus por un
efecto erosivo mecéanico permitiendo que el acido clorhidrico dafie la pared del estémago
(Liny Tan, 1994).

Ademas del estrés, las Ulceras pueden ser el resultado de alteraciones en la
secrecion del acido clorhidrico, la disminucion de los factores citoprotectores como efecto
secundario de los AINEs y la presencia de Helicobacter spp. como causa Unica o
asociado a otra etiologia (Hernandez y Gollén, 2002). También se presentan en animales
gue ingieren alimentos inadecuados, en exceso, demasiado calientes o congelados. Pero
independientemente del factor desencadenante, para que se lesione la mucosa gastrica el
agente injuriante debe romper el equilibrio entre los mecanismos defensivos, que estan
representados finalmente por la barrera mucosa, y llegar a la pared del estdbmago
(Zolezzi, 1998). Esta caracteristica fundamento la eleccion del método de induccién de
Ulceras por estrés en ratones para realizar las busquedas al azar. Todas aquellas plantas
cuyo mecanismo de accién se relacione con el aumento de la sintesis de prostaglandinas
y la secrecién de mucus y bicarbonato, la disminucién de la secrecion de acido y de la
motilidad gastrica, aumenten el pH intragastrico o simplemente tengan un efecto protector
directo sobre la mucosa gastrica, expresaran un cierto grado de actividad gastroprotectora
al ser ensayadas con el modelo de estrés.

Como puede observarse, el modelo de estrés resulta sensible para detectar plantas
con actividad gastroprotectora, pero la informacion obtenida no es suficiente para inferir
sus alcances terapéuticos. Debe considerarse que de acuerdo al factor desencadenante
de la lesién gastrica, algunos tratamientos resultaran mas efectivos que otros. Por
ejemplo, en Ulceras provocadas por estrés son efectivas las drogas con accion
anticolinérgica y citoprotectoras combinadas o no con ansioliticos. Pero éstas son de
moderado efecto cuando se presentan alteraciones en la secrecién del acido clorhidrico o
cuando se inhibe la sintesis de prostaglandinas por efecto de los AINEs. En estos casos
se requiere de la administracion de inhibidores de la bomba de protones o
antihistaminicos H2. En caso de detectarse la presencia de Helicobacter spp. se debera
instaurar un tratamiento combinado de antibi6ticos con alguna de las drogas mencionadas
(Brunton, 1996; Filinger, 2000). Los inhibidores de la bomba de protones y los anti H2
también son efectivos en el tratamiento de las Ulceras por estrés al elevar el pH gastrico,
contribuyendo de esta manera a mantener la integridad de la debilitada barrera gastrica.

Los efectos secundarios de estos agentes antiulcerosos limitan su empleo en
tratamientos prolongados. Por esta razén resulta de interés investigar la accion de plantas
con esta actividad ya que se ha demostrado que poseen compuestos bioactivos que
podrian calificarlas para su uso clinico. Estudios fitoquimicos permitieron identificar
distintos principios activos responsables de esta actividad y elucidar sus mecanismos de
accion. Entre otros pueden mencionarse los flavonoides (Di Carlo et al., 1993; Hammad y
Abdala,1997; Martin et al., 1998), lactosas sesquiterpénicas (Giordano et al.,1997; Herz y
Sosa, 1998), taninos y alcaloides (Cola Miranda et al., 2006) y aceites esenciales (Hiruma
Lima et al.,, 2002). El flavonoide hipoletin-8-glucosido, presente en el género Sideritis
(Alcaraz y Hoult, 1985) y los glucésidos fendlicos de la Filipendula ulmaria poseen
actividad antiinflamatoria y citoprotectora gastrica. Los curcuminoides de la Curcuma
longa han demostrado selectividad enzimatica sobre la via de la COX 2 protegiendo a la
mucosa gastrica sin afectar la sintesis de prostaglandinas mediada por COX 1.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Alcaraz%20MJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hoult%20JR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Corresponde a Resolucion N° 258/2007 C.D. 4

Una caracteristica comun en las plantas es que en una sola especie, uno 0 mas de
estos compuestos bioactivos, pueden estar presentes en cantidad suficiente para
expresar sus efectos. Esta particularidad hace posible que una misma planta exhiba mas
de una propiedad farmacolégica o que una accion sea el resultado de varias principios
actuando en forma conjunta (Evans, 1995).

De acuerdo con lo expuesto, es probable que los extractos que mostraron ser
efectivos utilizando el modelo de estrés, exhiban diferentes grados de prevencion segun
los agentes injuriantes que provoquen las Ulceras. El grado de efectividad que expresen
frente a cada agente injuriante resulta relevante al momento de inferir los posibles usos
clinicos de cada planta. Para obtener esta informaciébn en este trabajo se propone
comprobar si Chenopodium multifidum, Gnaphalium gaudidraudianum, lodina rhombifolia,
Lippia turbinata, Marrubium vulgare, Plantago lanceolata, Ruta chalepensis y Tribulus
terrestris previenen las Ulceras inducidas por agentes quimicos y farmacolégicos. El grado
de prevencion logrado en cada modelo experimental permitira sugerir las posibles
indicaciones clinicas de estas especies vegetales.

El empleo de agentes quimicos como el etanol lesiona la mucosa por una accion
directa y por mecanismos oxidativos Estas lesiones pueden prevenirse por la PGE;, que
actla modificando la secrecién acida y estimulando la secrecion de mucus. También se
ha demostrado que pueden ser prevenidas por compuestos con propiedades
antioxidantes como el flavonoide quercetina, presente en las plantas (Sandoval et al.,
2006). Un estudio complementario para determinar las propiedades antioxidantes del
extracto podria aportar evidencias del mecanismo de accion implicado (Guntner et al.,
1999).

Es bien conocida la diferente especificidad de los AINEs para inhibir la enzima COX
y concretamente, la mayor o menor selectividad para actuar sobre cada una de las dos
isoformas identificadas de esta enzima, COX-1 y COX-2. Asi piroxicam, sulindac o
indometacina son inhibidores mas selectivos de COX-1, molécula involucrada en la
produccion de PGs con funciones tales como proteccion gastrica, homeostasis vascular o
funcion renal. Las lesiones gastricas inducidas por estos farmacos pueden ser prevenidas
por drogas que reducen la secrecion &cida tales como el omeprazol y misoprostol
(Cavallini et al., 2006). Se ha comprobado que compuestos vegetales como el canferol
(Goel et al., 1996) y el hipoletin-8-glucosido producen efectos citoprotectores similares a
las prostaglandinas (Alcaraz y Hoult, 1985). La administracion previa de indometacina en
ratones permitiria determinar si los efectos antiulcerosos producidos por los extractos a
ensayar estan mediados por las prostaglandinas.

Otros compuestos vegetales con actividad citoprotectora como lactonas
sesquiterpénicas actlan aumentando la secrecion de mucus y bicarbonato y reduciendo
la motilidad gastrica previniendo lesiones inducidas por estrés, indometacina y por
aumento de la acidez por administracién de agentes quimicos tales como acido acético y
clorhidrico (Gurbliz y Yesilada, 2007). Este mecanismo de accion puede ponerse en
evidencia midiendo la cantidad de mucus producido o por medio de estudios histologicos
de la pared del estbmago coloreados con acido periédico-Schiff (PAS) .

Como fue mencionado, el estrés produce un trastorno en la motilidad gastrica que
puede ser antagonizado por agentes antiespamaodicos - anticolinérgicos como atropina e
hioscina al reducir la acidez y los espasmos. Algunos compuestos presentes en las
plantas que poseen un grupo o-metileno-y-butirolactona poseen estas propiedades
(Giordano et al.,1997). El efecto antiespasmdédico puede determinarse administrando
carbon 30 minutos después de los extractos y midiendo el progreso del mismo en el tracto
intestinal (Arbos et al, 1993).

Los agentes que actuan protegiendo la mucosa gastrica como el sucralfato
protegen de los agentes fisicos y quimicos que lesionan en forma directa a la mucosa
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protegiendo del &cido y de las enzimas. Mucilagos y pectinas vegetales tienen esa accion
protectora (Gorriti Gutiérrez et al., 1998).

Este breve resumen demuestra que el analisis de la informacion recogida al
ensayar los extractos en distintos modelos experimentales y comparar sus efectos con
drogas de referencia y analisis complementarios permitira determinar el alcance
terapéutico de cada muestra vegetal. La informacién obtenida podra emplearse para
sugerir en el futuro ensayos clinicos que determinen el potencial farmacéutico de estas

plantas.

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el(los) INTEGRANTE(S) del PROYECTO
DENTRO del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO: (Publicados, enviados o
aceptados para publicar, o inéditos)

Capitulos de libros

CAPITULO: RICARDO ENRIQUE TOSO, MARIO IGNACIO SKLIAR / LA FARMACOGNOSIA EN EL
ESTUDIO SISTEMATICO DE LAS PLANTAS MEDICINALES / PARA EL LIBRO: HILTON MACHADO
MAGALHAES; FARMACOLOGIA VETERINARIA, TEMAS ESCOLHIDOS Il / Ed unica; GUAIBA, RIO
GRANDE DO SUL, BRASIL; EDITADO POR LIVRARIA E EDITORA AGROPECUARIA; (1999), Pag 107 -
136. I.S.B.N. 85-85347-49-X.

CAPITULO: MARIO IGNACIO SKLIAR, RICARDO ENRIQUE TOSO / DESCUBRIMIENTO Y ENSAYO DE
NUEVAS DROGAS EN MEDICINA VETERINARIA / PARA EL LIBRO: HILTON MACHADO MAGALHAES,;
FARMACOLOGIA VETERINARIA, TEMAS ESCOLHIDOS 1l / Ed unica; GUAIBA, RIO GRANDE DO SUL,
BRASIL; EDITADO POR LIVRARIA E EDITORA AGROPECUARIA; (2002), Pag 75 - 87. |.S.B.N. 85-
85347-96-1.

CAPITULO: RICARDO ENRIQUE TOSO, MONICA BOERIS, MARIO IGNACIO SKLIAR, / PRODUCTOS
NATURALES: UN CAMPO DE ACCION PROMISORIO PARA LA MEDICINA VETERINARIA / PARA EL
LIBRO: HILTON MACHADO MAGALHAES; FARMACOLOGIA VETERINARIA, TEMAS ESCOLHIDOS Il /
Ed unica; GUAIBA, RIO GRANDE DO SUL, BRASIL; EDITADO POR LIVRARIA E EDITORA
AGROPECUARIA; (2002), Pag 109 -120. 1.S.B.N. 85-85347-96-1

CAPITULO: RICARDO ENRIQUE TOSO, MIRTA TORIBIO / RECURSOS TERAPEUTICOS PARA EL
TRATAMIENTO DE LA AFECCIONES HEPATICAS / PARA EL LIBRO: HILTON MACHADO
MAGALHAES; FARMACOLOGIA VETERINARIA, TEMAS ESCOLHIDOS Il / Ed unica; GUAIBA, RIO
GRANDE DO SUL, BRASIL; EDITADO POR LIVRARIA E EDITORA AGROPECUARIA; (2002), Pag 121 -
134. 1.S.B.N. 85-85347-96-1

Trabajos publicados

TOSO, R. E.; SKLIAR, M.l. / "EFECTO CITOPROTECTOR DE EXTRACTOS DE CENTAUREA
SOLSTITIALIS SOBRE LESIONES GASTRICAS INDUCIDAS POR ESTRES EN RATAS" / CIENCIA
VETERINARIA / ISSN 1515-1883 / 1: 9-14. (1999).

AUDISIO, S. N.; AUDISIO, S. A.; MARIA, A. E.; TOSO, R. E.; TORIBIO, M.; MERLASSINO, J.; FRANCES,
O.; VERNA, E. / "TRATAMIENTO DE HEPATOPATIAS EQUINAS CON SILIMARINA" / CIENCIA
VETERINARIA / ISSN 1515-1883 / 1: 85- 91. (1999).

TOSO, R. E.; SKLIAR, M.l. / HISTOFISIOPATOLOGIA Y TRATAMIENTO DE LA ULCERA GASTRICA.
USOS DE DROGAS VEGETALES. / ANUARIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS / ISSN
1514-9242 /2: 7 - 21. (2000).

TOSO, R. E.; SKLIAR, M.l. / EFECTO DE LA INDOMETACINA SOBRE LA CITOPROTECCION DE
EXTRACTOS DE CENTAUREA SOLSTITIALIS CONTRA ULCERAS GASTRICAS INDUCIDAS POR
ESTRES EN RATONES / CIENCIA VETERINARIA / ISSN 1515-1883 /2: 16 - 20 (2000).

VIGLIERCHIO, M.; TORIBIO, M.; ALONSO, G.; BRUNI, M., FERNANDEZ, M., TOSO, R. /
RELEVAMIENTO FITOQUIMICO DE CAESALPINIA GILLIESII (LEGUMINOSAE) Y DE OTRAS
ESPECIES DE CAESALPINIAS / ANUARIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS / ISSN
1514-9242 /2: 35 - 47. (2000).
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e TOSO, R. E.;.SKLIAR, M I. /| EFECTO DE EXTRACTOS DE CENTAUREA SOLSTITIALIS SOBRE EL
TRANSITO GASTROINTESTINAL EN RATONES / FITOCIENCIA / 2: 10 - 12, (2000) .

e BOERIS, M. A.; TOSO, R. E.; OCHOA, G. J.: MANSO, D. A.; CUCCULO, M. E.; SKLIAR, M. I. / ESTUDIO
DE LAS PROPIEDADES ANTIINFLAMATORIAS DE MARRUBIUM VULGARE / CIENCIA VETERINARIA /
ISSN 1515-1883/ 4: 1 -6 (2002).

. TOSO, R. E.; SKLIAR, M. I. / AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
CON ACTIVIDAD GASTROPROTECTORA PRESENTES EN CENTAUREA SOLSTITIALIS / CIENCIA
VETERINARIA / ISSN 1515-1883 / 4: 17 - 27 (2002).

e TOSO, R. E.; SKLIAR, M. I.; VERNA, E. / MODELO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR EL TRANSITO
GASTROINTESTINAL EN RATONES / CIENCIA VETERINARIA / ISSN 1515-1883 / 4: 44 - 48 (2002).

e TOSO, R. E; SKLIAR, M. I. / ESTUDIO DE LA ACCION CITOPROTECTORA GASTRICA DE
EXTRACTOS DE CENTAUREA SOLSTITIALIS / ACTA FARMACEUTICA BONAERENSE / ISSN 0326-
2383/ 22, 1: 27-32 (2003).

e BOERIS, M. A;; TOSO, R. E;; SKLIAR, M. I. / ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE SALPICHROA
ORIGANIFOLIA / ACTA FARMACEUTICA BONAERENSE / ISSN 0326-2383 /23 N° 2 (2004).

e TOSO, R. E;; TORIBIO, M. S.; MENGELLE, P.; BOERIS, P. / PLANTAS DE LA PROVINCIA DE LA
PAMPA, ARGENTINA,CON ACTIVIDAD GASTROPROTECTORA Y ANTIESPASMODICA / InVet /ISSN
1514-6634 / 9: (2007.

e STEIBEL, P. E.; TROIANI, H. O.; ORIANI, D. S.; ARDOINO, S. M.; TORIBIO, M. S.; BOERIS, M. A;
TOSO, R. E. / BANCO DE EXTRACTOS VEGETALES DE PLANTAS NATIVAS Y NATURALIZADAS DE
LA PROVINCIA DE LA PAMPA / AVANCES DE LA FARMACOBOTANICA EN LATINOAMERICA (2004 —
2007) / lera. EDICION. / ISBN 978-987-05-2933-0 / Pag. 61 (2007).

e TORIBIO, M. S.; ORIANI, D. S.; TOSO, R. E.; TORTONE, C. A.; FERNANDEZ, J. G. / SUCEPTIBILIDAD
DE STAPHILOCOCCUS AUREUS A EXTRACTOS VEGETALES OBTENIDOS DE PLANTAS NATIVAS Y
NATURALIZADAS DE LA PROVINCIA DE LA PAMPA, ARGENTINA / AVANCES DE LA
FARMACOBOTANICA EN LATINOAMERICA (2004 — 2007) / 1era. EDICION. / ISBN 978-987-05-2933-0 /
Pag. 81 (2007).

5.3. TRABAJOS de INVESTIGACION de los INTEGRANTES del EQUIPO, EN ESTA U
OTRA INSTITUCION, RELACIONADOS al PROYECTO:

e "ELABORACION DE FITOFARMACOS INYECTABLES A PARTIR DE TINTURAS VEGETALES" /
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS, UNLPam. Res. 092.99 / FECHA DE ALTA: 1/07/99 /
FECHA DE FINALIZACION: 31/12/2000 / EVALUACION: INTERNA Y EXTERNA.

e "EVALUACION DE LA ACCION'DE MEDICAGO SATIVA SOBRE LA MOTILIDAD GASTROINTESTINAL
Y EL TIEMPO DE VACIADO GASTRICO" / FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS, UNLPam. Res.
028.01 / FECHA DE ALTA: 1/01/01 / FECHA DE FINALIZACION: 31/12/02 / EVALUACION: INTERNA Y
EXTERNA.

e "EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE VERBESINA ENCELIOIDES" / FACULTAD DE
CIENCIA VETERINARIAS, UNLPam / DIRECTOR: MIRTA SUSANA TORIBIO / FECHA DE ALTA: 1 DE
ENERO DE 2001 / FECHA DE FINALIZACION: 31 DE DICIEMBRE DE 2001 / EVALUACION: INTERNA
Y EXTERNA.

e "EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE MARRUBIUM VULGARE" / FACULTAD DE
CIENCIA VETERINARIAS, UNLPam / DIRECTOR: MONICA BOERIS / FECHA DE ALTA: 1 DE ENERO
DE 2001 / FECHA DE FINALIZACION: 31 DE DICIEMBRE DE 2003 / EVALUACION: INTERNA Y
EXTERNA.

e "RELEVAMIENTO FITOQUIMICO DE 5 ESPECIES VEGETALES QUE SE DESARROLLAN EN LA
CIUDAD DE GENERAL PICO Y SUS ALREDEDORES" / FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS,
UNLPam / DIRECTOR: VIGLIERCHIO, M. del C. / FECHA DE ALTA: 1/07/99 | FECHA DE
FINALIZACION: 31/12/2000 / EVALUACION: INTERNA Y EXTERNA.
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e "ESTUDIOS FITOQUIMICOS Y FARMACOLOGICOS DE EXTRACTOS DE FLORES DE CENTAUREA
SOLSTITIALIS" / UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR / DIRECTOR: SKLIAR, M. I. / FECHA DE ALTA:
1/01/01 / FECHA DE FINALIZACION: 31/12/04 / EVALUACION: EXTERNA.

e "ESTUDIOS DE LOS EFECTOS FISIOPATOLOGICOS PRODUCIDOS POR EXTRACTOS DE
SALPICHROA ORIGANIFOLIA EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA" / FACULTAD DE CIENCIA
VETERINARIAS, UNLPam / DIRECTOR: MARIO IGNACIO SKLIAR / FECHA DE ALTA: 1 DE ENERO DE
2002 / FECHA DE FINALIZACION: 31 DE DICIEMBRE DE 2004 / EVALUACION: INTERNA Y EXTERNA

e “PROYECTO DE TRANSFORMACION DEL CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO DE
FARMACOS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS, UNLPAM, COMO UNA UNIDAD DE
VINCULACION ENTRE LA UNIVERSIDAD Y EL SECTOR SOCIAL Y PRODUCTIVO CON CAPACIDAD
PARA EVACUAR CONSULTAS Y ASESORAR SOBRE EL CONSUMO Y PRODUCCION DE PLANTAS
MEDICINALES EN LA PROVINCIA DE LA PAMPA. GRUPO DE INVESTIGACION DEL CENTRO DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO DE FARMACOS (ciper)’. PRESENTADO EL 15/09/03. PERIODO DE
EJECUCION 1/01/04 HASTA 31/12/04. RESOLUCION SPU N° 98/03

e "ESTUDIO DE PLANTAS NATIVAS O NATURALIZADAS DE LA PROVINCIA DE LA PAMPA CON
PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS SOBRE BRUCELLA CANIS Y ANTIPARASITARIAS SOBRE
CEPAS DE HAEMOCHUS PLACEI RESISTENTES A IVERMECTINA". ACTA DE LA COMISION Ad Hoc.
Orden de Mérito de Proyectos API. 9. 2003.

e “ASPECTOS BOTANICOS, ECOLOGICOS, ANTROPOLOGICOS Y COGNITIVOS DE PLANTAS
MEDICINALES NATIVAS DE LA PROVINCIA DE LA PAMPA. CONTRIBUCION A LA ECOLOGIA
BIOCULTURAL Y A LA AGROINDUSTRIA DE LA REGION” / GRUPO DE INVESTIGACION DEL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO DE FARMACOS (ciper). RESOLUCION: 001/04 CS

e "DETERMINACION DEL EFECTO GASTROPROTECTOR DE PLANTAS NATIVAS DE LA PROVINCIA
DE LA PAMPA, ARGENTINA". FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS, UNLPam. Res. 133/05 CD /
FECHA DE ALTA: 1/01/05 / FECHA DE FINALIZACION: 31/12/06 / EVALUACION: EXTERNA.
PROYECTO PRORROGADO HASTA EL 31/12/07 Res CD 048/2007.

DESCRIPCION del PROYECTO

PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS

' ESPERADOS del PROYECTO

Problema Cientifico

La etiologia multifactorial de las Ulceras gastricas y su tendencia a las recidivas
frecuentemente determinan el fracaso de los tratamientos instaurados, tanto para la
prevencion como para el tratamiento de esta enfermedad. Estas lesiones también se
caracterizan por pasar desapercibidas hasta la presencia de sintomas contundentes
como sangre en heces o sindromes agudos en las perforaciones.

Los equinos de deporte presentan con frecuencia Ulceras provocadas por el
esfuerzo en competencias y entrenamientos que afectan sensiblemente el
rendimiento de los animales, haciendo necesario el tratamiento preventivo y/o
curativo. Sin embargo, los efectos secundarios limitan la administracion continua de
inhibidores de la bomba de protones o anti H, . Por esta razén, resulta de interés
buscar nuevos farmacos. Las plantas, han demostrado efectividad en modelos
animales que evidencian una potencial utilidad.

Teniendo como objetivo realizar aportes al descubrimiento de nuevos compuestos
con propiedades gastroprotectoras, el grupo de investigadores que participara en el
presente proyecto, llevé a cabo ensayos con extractos vegetales de plantas de la
Provincia de la Pampa utilizando un modelo de induccidn de Ulceras por estrés.

Considerando la etiologia multifactorial de las ulceras gastricas, la informacion
obtenida hasta el momento sobre estas plantas sélo sugiere una importante actividad
preventiva frente a situaciones de estrés. Pero esta informacion resulta insuficiente
para hacer recomendaciones sobre sus alcances terapéuticos cuando actian otros
agentes etiolégicos. De modo que deben ensayarse utilizando otros modelos
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experimentales que induzcan lesiones por medio de agentes quimicos Yy
farmacologicos.

Objetivos:

- Ensayar extractos hidroalcoholicos de Gnaphalium gaudichaudianum, Jodina
rhombifolia, Lippia turbinata, Plantago lanceolada y Ruta chalepensis. utilizando
métodos quimicos y farmacoldgicos para determinar el grado de actividad
gastroprotectora en cada uno de ellos.

- Determinar la Dosis Toxicasg de los extractos.

- Emplear técnicas complementarias que aporten datos sobre los mecanismos de
accion que intervienen en la respuesta gastroprotectora. Por ejemplo,
determinacién de la actividad antioxidante de los extractos, determinacion del pH
gastrico, determinacion del pH del extracto, evaluacion del efecto sobre la
motilidad géstrica, determinacion del efecto sobre la secrecién de mucus.

- Utilizar la informacion obtenida en este trabajo para sugerir las indicaciones
clinicas de cada planta.

Hipotesis:

- La gran cantidad de metabolitos secundarios presentes en las plantas suelen
expresar una determinada accion farmacoldgica a través de la accidon aditiva de
varios compuestos. Teniendo en cuenta lo expuesto se espera que los extractos
exhiban actividad gastroprotectora en mas de un modelo experimental, aunque
con distintos grados de efectividad.

- De acuerdo con el grado de efectividad que expresen los extractos vegetales en
cada modelo experimental se podran inferir las indicaciones clinicas.

Resultados esperados:

- Se espera hallar plantas que muestren actividad en mas de un modelo
experimental ya que seran de mayor interés terapéutico al prevenir un espectro
mas ampliado de etiologias.

- Los resultados obtenidos permitiran disefiar ensayos clinicos en animales
domeésticos que determinen el potencial uso en medicina veterinaria de
fitofarmacos elaborados con estos extractos vegetales.

METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS.

Obtencion de los extractos

Los extractos hidroalcohdlicos seran provistos de la coleccion del Banco de
Extractos Vegetales del CIDEF.

Método de obtencion: Se maceraron 100 g de partes aéreas desecadas y trituradas
en 1 litro de solucion etanol - agua (1:1, v/v) cambiando el solvente de extracciéon
cada 48 h (3x). Los extractos se juntaron y llevaron a sequedad en rotavapor
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fraccionando en 10 frasco ampolla conteniendo cada uno el extracto proveniente de
10 g de planta desecada. Los frasco-ampolla son conservados a — 20°C hasta el
momento de realizar los ensayos.

Animales de experimentacion

Se utilizaran ratones de 25 — 28 g de peso provistos por el Bioterio de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNLPam. Los animales seran sometidos a ayuno completo
12 h antes de los ensayos utilizando jaulas especiales para evitar la coprofagia.

Preparacion de las soluciones de extractos y farmacos de referencia. Dosis
utilizadas en los distintos ensayos

El extracto hidroalcohdlico proveniente de 1 g de partes aéreas desecadas de la
planta sera resuspendido hasta un volumen de 0,5 ml en un vehiculo compuesto por
una mezcla de carboximetilcelulosa al 0,1 % y Tween 80 al 0,05 % (1:1, v/v) (Ex) y se
administrara via oral con una sonda gastrica.

Los farmacos de referencia ranitidina, omeprazol y sucralfato seran administrados
via oral en dosis de 50 mg/kg, 20 mg/Kg y 400 mg/kg respectivamente. Todas las
soluciones seran preparadas inmediatamente antes de ser administradas.

En todos los ensayos se utilizaran grupos controles a los que se les administrara
via oral el Ex en un volumen de 0,5 ml

Induccidn de Ulceras gastricas por método farmacoldgico (indometacina)

Se utilizara el método descripto por Lee et al. (1971). Los extractos, ranitidina y
omeprazol como farmacos de referencia y el Ex se administraran intragastricamente
a ratones 60 min antes de la administracion oral de indometacina en dosis de 20
mg/kg en NaHCO3 al 4 % a una concentracion de 8 mg/ml. Los animales se
sacrificaran 6 h después de la administracion de indometacina por sobredosis de éter
y los estomagos se insuflaran con agua destilada y fijaran en formol al 10 % durante
12 h. Se abriran por la curvatura mayor y se tomaran fotografias de la superficie junto
a una escala milimetrada para utilizar de referencia. El area ulcerada (AU) se medira
por medio de un analizador de imagenes y expresard en mm? El porcentaje de
inhibicion producido por los extractos en los distintos grupos tratados en relacion al
Grupo control se calculara utilizando la formula [(AUgrupo control = AUgrupo tratado/ AUGrupo
control)X 100) ]. El efecto de las drogas de referencia y de los extractos serd comparado
con respecto al grupo testigo utilizando el test t de Student. El Grupo Control, Grupo
Ranitidina, Grupo Omeprazol y los Grupos tratados con cada uno de los 5 Extractos
estard conformado por 5 ratones.

Induccidn de Ulceras gastricas por método quimico (etanol)

Se utilizara el método de Robert et al. (1979). Los extractos, ranitidina, omeprazol,
sucralfato, y Ex se administraran oralmente 60 minutos antes de administrar 1 ml de
etanol al 75 % por la misma via. Después de otros 60 min los ratones se sacrifican y
extraen los estdbmagos para evaluar los resultados utilizando los procedimientos
descriptos para la indometacina.

Para determinar si la gastroproteccion del extracto se produce por via sistémica o
por una accion directa sobre la mucosa, se evaluard también su actividad
administrandolo intraperitonealmente, a ratones en dosis de 1 g de extracto seco por
kg de peso, 60 min antes de producir dailo mucosal por etanol. Esta via de
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administracion evita el contacto del extracto con la mucosa gastrica. El efecto de las
drogas de referencia y de los extractos sera comparado con respecto al grupo testigo
utilizando el test t de Student. ElI Grupo Control, Grupo Ranitidina, Grupo Omeprazol,
Grupo Sucralfato y los Grupos tratados con cada uno de los 5 Extractos estara
conformado por 5 ratones.

Estudios complementarios

En todos los estudios que se emplearan animales los grupos estaran conformados
por cinco ratones mus musculus de 25 — 28 g.

Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos vegetales

Materiales y Drogas: Hidroxitolueno butilado (BHT), peroxido de hidrogeno y B-
caroteno. Las mediciones de absorbancia se realizaran con un espectrofotometro.

Método: Se utilizara el método descripto por Glntner et al. (1999). Cada ensayo se
realizard mezclando 1 ml de una solucion de 7 mg/l de B-caroteno en acetato de etilo
con 200 ul de acetato de etilo como control o 200 ul de cada solucién a ensayar:
BHT, o extracto hidroalcohdlico de cada planta, a una concentracion de 40 mg/l en
acetato de etilo. A cada soluciéon se le agregarran 3 gotas de una solucion de 1
volumen de peréxido de hidrégeno en dioxano. Se medira la absorbancia inicial (Ao) a
480 nm y a continuacion se registrara cada 5 minutos (A;). El porcentaje de oxidacion
del B-caroteno se informara como (Ao -A))/A, X 100. Se realizaran cuatro repeticiones
de cada ensayo. Los resultados seran graficados y las diferencias seran evaluadas
por anova.

Determinacién del pH gastrico de los ratones

Método: La determinacion se realizarda de acuerdo con el método descripto por
Murakami et al. (1985). Un grupo sera administrado con el Ex y otros dos con
ranitidina y omeprazol respectivamente como drogas de referencia. El resto de los
grupos sera administrado con cada uno de los extractos de las plantas. Cada grupo
estarq conformado por 5 ratones. Una hora después de administrado los extractos,
los animales seran sacrificados por sobredosis de éter etilico. Se extraeran los
estdbmagos, se abrirAn por la curvatura mayor y se colocard una tira de papel
indicador de pH sobre la porcion glandular de la mucosa gastrica. El aumento del pH
gastrico de los animales tratados sera comparado respecto a animales administrados
solamente con los excipientes y evaluado por test t de Student.

Determinacion del pH de los extractos

Método: Los extractos seran preparados con los excipientes de igual forma que la
explicada para la administracion. El pH serd medido utilizando un peachimetro digital.
Los valores seran comparados utilizando el test "t" de Student con los obtenidos en
forma intragastrica.con los mismos extractos.
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Evaluacion del efecto de los extractos sobre la produccion de mucus

Método histolégico: Los animales seran divididos en grupos de cinco animales cada
uno. Una hora después de administradas las drogas de referencia, ranitidina y
omeprazol y los extractos seran secrificados por sobredosis de éter y los estdbmagos
extraidos se fijaran en solucién de formol al 10 %. Después de 24 h seran
procesados y coloreados con acido periédico-Schiff (PAS). La evaluacion de los
resultados se realizard por observacion comparativa de cortes histolégicos de las
mismas regiones anatomicas de los estbmagos pertenecientes a animales del grupo
control tratado con los excipientes.

Determinacion del efecto sobre la motilidad gastrica

Método radiolégico: Se utilizara el método descripto por Toso et al. (2002). Los
animales se dividiran en grupos de 5 ratones cada uno y seran tratados con los
extractos de igual forma a la explicada para la induccion de Ulceras por indometacina.
Transcurridos 30 minutos de la administracion del extracto los animales seran
administrados per os con 0,5 ml de una solucién de 13 g de sulfato de bario en 25 ml
de agua destilada. Inmediatamente y cada 10 minutos se tomara una radiografia. Un
grupo de animales sera tratado con hiosciamina y otro con atropina como drogas de
referencia. Los resultados seran analizados comparando el tiempo de vaciado
gastrico y progreso del contenido intestinal respecto al grupo control. La diferencia
entre los tiempos de vaciado géastrico y el tiempo de evacuacion total de la sustancia
radiopaca de los grupos tratados con las drogas de referencia y los extractos seran
evaluados utilizando el test t de Student.

Estudios de toxicidad aguda y subaguda

Método para determinacion de DL50 con dosis toxica aguda: se utilizaran grupos de
10 ratones, 2 grupos de ratones machos y dos grupos de hembras. Se administraran
con una dosis Unica 10 veces superior a la dosis terapéutica. En caso que no se
detecte toxicidad se elevara a 20 veces.

Método para determinacion de DL50 con dosis téxica subaguda: Utilizando el mismo
esquema explicado para toxicidad aguda, se administrara diariamente una dosis
cinco veces superior a la terapéutica durante 15 dias consecutivos.

Los animales sobrevivientes seran sacrificados por sobredosis de éter y se enviaran
muestras de cerebro, riidn, higado, bazo y pulmon al laboratorio de histopatologia.

CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO vy ala
RESOLUCION de los PROBLEMAS

Los resultados de este trabajo permitiran ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos de accién involucrados en la respuesta gastroprotectora de las plantas
ensayadas. Esta informacién sera utilizada para determinar sus posibles usos
terapéuticos, teniendo en cuenta que la presentacion de Ulceras puede ser la
consecuencia de varios factores injuriantes.

El hallazgo de plantas o extractos obtenidos a partir de partes de éstas, que
expresen sus propiedades gastroprotectoras por varios mecanismos resulta de gran
interés clinico. Ya que seria posible el empleo de ellas con mayores posibilidades de
éxito en casos donde la etiologia es confusa.
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En la actualidad el uso de drogas vegetales elaboradas como fitofarmacos esta
tendiendo una buena aceptacion en el mercado ya que ofrece productos
estandarizados y de eficacia comprobada. Los estudios propuestos en este trabajo
pueden contribuir al desarrollo de fitofarmacos para el tratamiento de las Ulceras
gastricas.

Esta posibilidad no so6lo determina un avance desde el punto de vista clinico-
sanitario, sino que también puede repercutir en las microeconomias regionales
estimulando el desarrollo de emprendimientos destinados al cultivo de estas plantas.
A su vez podrian instalarse laboratorios farmacéuticos nacionales independientes de
la provision de drogas fabricadas en el exterior.

Finalmente puede agregarse que los resultados de los estudios farmacoldgicos y
toxicologicos que se realizaran en este trabajo contribuiran al conocimiento sobre las
propiedades medicinales de las plantas que habitan la Provincia de la Pampa.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES
Afio 2008
Obijetivos Acciones Metodologia que | Cronograma de realizacion
se utilizara
E[F[M][A[M]IJI]A]s]o][N]D
Se ensayaran los | Desarrollo de Se utilizaran
extractos de | bioensayos agentes inductores
Gnaphalium de Ulceras etanol wlalels
gaudichaudianum, (quimico) e
Jodina rhombifolia y indometacina
Lippia turbinata (farmacolégico)
Desarrollo de Estudios de
examenes toxicidad, efecto
complementarios | antioxidante, + 4|+ +
determinacion de
pH de los extractos
Desarrollo de Evaluacion de
examenes efecto sobre
complementarios | motilidad géstrica,
IPI:L?SLLJJSCCIGH de + |+ |+ |+ |+ |+ + |+
determinacion de
pH
Afio 2009
Obijetivos Acciones Metodologia que | Cronograma de realizacién
se utilizara
E[F[Mm[Aa[M][I]J]A]s]o[N]D
Se ensayaran los | Desarrollo de Se utilizaran
extractos de | bionesayos agentes inductores
Plantago de Ulceras etanol wlelels
lanceolada y Ruta (quimico) e
chalepensis. indometacina
(farmacolégico)
Desarrollo de Estudios de
examenes toxicidad, efecto
complementarios | antioxidante, |+
determinacion de
pH de los extractos
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Desarrollo de
examenes
complementarios

Evaluacion de
efecto sobre
motilidad gastrica,
produccién de
mucus,
determinacién de
pH

Afio 2010
Obijetivos Acciones Metodologia que | Cronograma de realizacion
se utilizara
FIM[A[M[JJ3JA]s[o[N]D
Analisis de | Evaluacion de Estudio comparativo
resultados e | resultados entre las especies | |, |, |,
implementaciéon de vegetales
ensayos estudiadas
complementarios | Desarrollo de Estudios de
no programados(si | examenes toxicidad, efecto
fuera necesario | complementarios | antioxidante,
confirmar determinacion de
resultados) pH de los extractos
Evaluacion de
efecto sobre R

motilidad géstrica,
produccién de
mucus,
determinacion de
pH

Analisis de
resultados y
Redaccién de
publicaciones.

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

7.1.

INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
REQUERIDOS por el PROYECTO YA EXISTENTES en esta INSTITUCION:

13

El Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos de la FCV, UNLPam dispone
en su Banco de Extractos Vegetales de las muestras necesarias para desarrollar los
estudios propuestos.

Ademas el Centro posee todos los equipamientos y comodidades necesarias para
el desarrollo del proyecto.

El Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam proveera los ratones
para los bioensayos.

Los bioensayos seran llevados a cabo en el Laboratorio del CIDEF
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7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
NECESARIOS para el PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta FACULTAD

-10 jaulas para inmovilizar ratones.

-Una camara fotografica digital con zoom oOptico y funcibn macro que permita
acercamientos hasta 7 cm del espécimen a fotografiar.

-Un monitor LCD de 19” para PC.

-Un peachimetro digital.

7.3. JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBILIDAD de ACCESO en
CONDICIONES de PRESTAMO o USO de los BIENES _NO EXISTENTES en
esta INSTITUCION

El CIDEF posee los elementos necesarios para desarrollar los ensayos previstos con
excepcion de la camara fotografica. Sin embargo hay equipamiento que quedo obsoleto y
debe ser reemplazado.

Las fotografias que se utilizan para evaluar las lesiones de la mucosa géstrica son
tomadas en la actualidad con una camara fotografica particular, ya que las existentes en
la facultad no poseen funcién super macro ni la resolucién que posibilite acercamientos de
hasta 7 cm.

Se cuenta con una PC con monitor de 16 pulgadas que no posee la resolucion necesaria
para utilizar el analizador de imagenes Scion Image 6.0 empleado para medir el area
ulcerada en las fotografias digitalizadas. Se solicita un monitor LCD de 19” que permite
ampliar el zoom facilitando la operacion.

El laboratorio del CIDEF no cuenta con peachimetro digital para realizar estas
determinaciones. Considerando las caracteristicas fisico-quimicas de los extractos debera
adquirirse un equipo similar al utilizado para medir pH en alimentos.

Teniendo en cuenta que los extractos que se utilizaran para los bioensayos deben ser
repuestos por el CIDEF para mantener completa la coleccion, se contemplara en el rubro
“Bienes de consumo” indicado en el punto 7.5. los insumos que son utilizados para el
desecado y conservacion de los extractos que deben reponerse.

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:

7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total y Anual)

7.5.1. PRESUPUESTO ESTIMADO POR ANO PARA LA EJECUCION DEL PROYECTO

Afio 2008

Equipamiento € INfra@StruCTUNa........oooviiiiiiiiiiiei e $ 6.500
Bienes de CONSUMO....ciuiiiiiiieiiie ettt ettt ettt ane e e ae e $ 600
BiDHOGrafia. ..o e $ 300
LYY LT U PR OO PRRROPPPPN $ 500
PErsonal & APOYO0.......uuuiiiiei ettt e e e e e e e e e e e e et ae e e e e ans $ -
OtroS (ESPECITIQUE) oottt e $ -
IO 17 PSPV RP PRSP $ 7.900
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Afio 2009

Equipamiento e INfraeStruCtura.......cccooooeiiviiiieiiiiiie e $ 3.000
Bienes de CONSUMO ...cccciei i s $ 2.800
Bibliografia......cccoiiiiiieie e $ 300
VA BS .ttt e e e r e e e e e e e n—araaaaens $ 500
Personal e APOYO.......cuiiiiiiiiieiie et $ -
Otros (ESPECIHTIQUE) ooiiuiiiiiiee et e e e e ae e e e $ -

I 1 P $ 6.600
Afio 2010

Equipamiento e INfraeStruCtUra.....ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiii e eeee e $ -
BieNes d€ CONSUMO....ciiiiiiiiie ittt e e e e e neeeas $ 1000
BibliOgrafia. . ccccci i $ 300
[V A=V PSR $ 500
Personal & APOYO......uuuiiiieieeeei ittt $ -
Otros (ESPECITIQUE) .oooieieiiiii it e e $ -

I 1 S $ 1.800

7.5.2. PRESUPUESTO ESTIMADO PARA LA EJECUCION TOTAL DEL PROYECTO

Afio 2008 - 2010

Equipamiento e INfraeStruCtUra.......cccceeeiviiiieiiiiiiie e e $ 9.500
BieneS de CONSUIMO.....uiiiiiiiiiiei ittt ae s $ 4.400
BibliOgrafia.....cccci i e $ 900
RV =TT TR U TP ROPPPRP $ 1.500
Personal e APOYO.......cuiiiiiiiiieiie ettt $ -

Otros (ESPECITIQUE) oot e s e e $ -

LI 1 7 OO OO '$ 16.300]
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* El Consejo Directivo adjudicard presupuesto a cada Proyecto de acuerdo a su
Presupuesto de Ciencia y Técnica anual, tomando en cuenta las normas y criterios

gue el mismo determine.
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